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“Quando você se lança numa jornada e o fim 
parece cada vez mais distante, então você percebe 
que o verdadeiro fim é o percurso”. 






O comprometimento ósseo em pacientes com câncer é responsável por 
significativas morbidade e redução da qualidade de vida, principalmente quando 
se trata de câncer de mama, no qual o esqueleto é o principal sítio de 
desenvolvimento das metástases.  Bisfosfonatos (BPs) contendo ou não nitrogênio 
são os principais agentes usados no combate à perda óssea como na 
osteoporose, uma vez que induzem apoptose de osteoclastos. Recentemente 
foram demonstradas ações antitumoral e antiangiogência dos BPs, in vitro e in 
vivo. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi analisar e comparar os efeitos 
antitumorais e antiangiogênicos de BP que não contêm nitrogênio (clodronato, 
CLO) e BP contendo nitrogênio (ácido zoledrônico, ZOL), em linhagem celular 
derivada de câncer de mama, MCF-7, e em culturas de células endoteliais. Os 
resultados mostram que ZOL reduziu a proliferação das MCF-7 de maneira dose-
dependente, com aumento do número de células nas fases G0/G1, sem alterar a 
viabilidade. Paralemamente, CLO não mostrou nenhum efeito sobre as células 
tumorais. O tratamento de células endoteliais de coelho, RAEC, com ZOL ou CLO 
reduziu a proliferação celular derivada, sem alterar sua viabilidade. Células 
endoteliais humanas HUVEC mostraram 15% de redução da viabilidade quando 
tratadas com ZOL, enquanto CLO não mostrou efeitos citotóxicos. A incubação de 
células HUVEC com meio condicionado por células MCF-7 tratadas com ZOL 
culminou na redução da proliferação das células endoteliais e na redução da 
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formação de estruturas semelhantes a vasos, in vitro. Esse mesmo meio 
condicionado pelas células tumorais tratadas com ZOL resultou em menor 
proliferação de células provenientes de aorta murina, em ensaio ex vivo. Ensaios 
de imunoabsorbância revelaram diminuição nos níveis de VEGFA total nesse meio 
condicionado, assim como aumento da quantidade da isoforma antiangiogênica 
VEGFA165b, após tratamento das MCF-7 com ZOL. Por último, o tratamento das 
células MCF-7 com ZOL modulou a expressão de VEGFA total e de suas 
isoformas. Em conjunto, estes achados mostram que ZOL exibe ação antitumoral 
e antiangiogênica em células de câncer de mama e em células endoteliais. Tais 
dados contribuem para um maior esclarecimento sobre os mecanismos de ação 
dos BPs, permitindo buscas por melhorias no uso desses agentes como 
coadjuvantes na quimioterapia, a fim de minimizar a morbidade decorrente de 
metástases ósseas em tumores malignos. 
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Patients with cancer frequently develop bone metastasis, resulting in 
considerable morbidity and affecting quality of life. This is particularly important 
considering breast cancer, in which skeletal is the main site for metastasis. Non-
nitrogen-containing and nitrogen-containing bisphosphonates (BPs) are the mainly 
agents to treat bone loss due to osteoporosis, Paget disease, bone metastasis, 
multiple myeloma, hypercalcemia and osteogenesis imperfecta. BPs impair bone 
loss by inducing apoptosis in osteoclasts. Recently it was shown anti-tumoral and 
anti-angiogenic effects of BPs, in vitro and in vivo. The present study aim to 
analyze and compare the anti-angiogenic pathway of the non-nitrogen-containing 
BP, clodronate (CLO), and the nitrogen-containing BP, zoledronic acid (ZOL), 
using estrogen receptor-positive breast cancer cell line, MCF-7, and endothelial 
cells. ZOL treatment reduced MCF-7 cell proliferation and induced cell cycle arrest 
in a dose-dependent manner, while CLO did not affect these cells. Treatment with 
ZOL or CLO also reduced RAEC cells proliferation, without changes in cell viability. 
HUVEC cells showed reduced viability after incubation with ZOL, but not with CLO. 
The conditioned medium by MCF-7 ZOL-treated cells reduced the formation of 
blood vessels in vitro and proliferation of HUVEC cells, together with lower 
endothelial cells proliferation derived from mouse aortic rings. Enzyme-linked 
immunoabsorbent assay showed reduction of ~25% in VEGFA levels, and 
increased amount of VEGFA165b isoform in the conditioned medium by ZOL-treated 
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MCF-7 cells. The nitrogen-containing BP also modulated the expression of mRNAs 
for VEGF in MCF-7 treated cells. In all assays, CLO showed less anti-angiogenic 
properties when compared with ZOL. Data provided from this study amplify the 
knowledge of BPs actions, contributing for new approaches of bone metastases in 
malignant tumors. 
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Já se passaram quase 40 anos desde a descoberta dos efeitos biológicos 
dos bisfosfonatos (BPs) sobre o metabolismo do cálcio. BPs são análogos 
estáveis do pirofosfato inorgânico e possuem alta afinidade pela matriz óssea 
mineral, onde se ligam fortemente à hidroxiapatita da superfície óssea, 
especialmente em locais onde há intensa remodelação tecidual (Russel & Rogers, 
1999). Clinicamente os BPs são usados no combate à inibição da reabsorção 
óssea, sendo tratamento de escolha para uma variedade de patologias onde há 
atividade osteoclástica excessiva, tais como doença óssea de Paget, osteoporose 
e doença óssea metastática osteolítica (Wyngaert et al., 2009). Atualmente estão 
bem estabelecidos os efeitos benéficos dos BPs em complicações ósseas 
associadas a malignidades, com hipercalcemia, dor, destruição óssea e fraturas 
patológicas, possibilitanado aumento da sobrevida e redução da morbidade dos 
pacientes (Coleman & McCloskey, 2011; Russell, 2011). 
O câncer de mama é o segundo tipo mais frequente de câncer no mundo, 
sendo o mais comum entre as mulheres. No Brasil, as taxas de mortalidades são 
elevadas devido ao diagnóstico tardio e a complicações dos estágios avançados 
da doença (INCA, 2010). Esta neoplasia está entre as que mais causam 
metástases ósseas, sendo que 90% ou mais dos pacientes com câncer de mama 
avançado desenvolvem lesões no esqueleto (Drake et al., 2008). O surgimento de 
metástases ósseas é uma importante complicação do câncer de mama devido à 
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alta morbidade associada à diminuição do prognóstico. Portanto, o entendimento 
dos eventos celulares envolvidos no desenvolvimento da doença óssea 
metastática, assim como a elaboração de estratégias terapêuticas para prevenção 
de novas metástases e inibição do crescimento daquelas já existentes são 
importantes objetivos terapêuticos para o câncer de mama (Clines & Guise, 2004).  
A angiogênese é um processo essencial durante o crescimento normal dos 
tecidos e a cicatrização, sendo caracterizada pela formação de novos vasos 
sanguíneos, seja a partir de vasos pré-existentes ou pelo recrutamento de células 
endoteliais progenitoras da medula óssea (Carmeliet et al., 2001). Paralelamente, 
a formação de vasos sanguíneos também desempenha papel fundamental no 
desenvolvimento, progressão e formação de metástases em neoplasias malignas, 
uma vez que um suprimento sanguíneo adequado se faz necessário para garantir 
o fornecimento de oxigênio e nutrientes às células tumorais (Folkman et al., 1971). 
Recentemente foram demonstradas ações antitumoral e antiangiogência 
dos BPs, uma vez que estes agentes inibem a proliferação tanto de células 
tumorais quanto endoteliais, além de reduzir a formação de vasos sanguíneos em 
ensaios in vitro e in vivo (Fournier et al., 2002; Walter et al., 2011). No presente 
trabalho, analisamos os mecanismos antiangiogênicos de BPs em linhagem 
celular derivada de câncer de mama e em células endoteliais. Para isto foram 
realizados ensaios de proliferação, viabilidade celular, cultura primária de anéis de 
aorta murina, ensaios tridimensionais para a formação de estruturas vasculares e 
análise da expressão dos mRNAs de VEGFA total e de suas isoformas. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1. Bisfosfonatos (BPs) 
Apesar de serem conhecidos há mais de 4 décadas, atualmente os 
bisfosfonatos (BPs) compõem a classe mais importante de agentes usados no 
combate à perda óssea decorrente de osteoporose, doença de Paget, metástases 
ósseas, mieloma múltiplo, hipercalcemia, além de outras doenças, como a 
osteogênese imperfeita (Roelofs et al., 2006; Drake et al., 2008). 
Os BPs foram sintetizados por von Baeyer e Hofmann, em 1865, e 
utilizados inicialmente como agentes anticorrosivos, uma vez que inibem a 
precipitação de sais de cálcio (Fleisch, 2002). Estes agentes são derivados 
estáveis do pirofosfato inorgânico (PPi), um composto natural, no qual dois grupos 
fosfato são ligados por esterificação, sendo resistentes à hidrólise (Russell et al., 
1999). PPi é liberado como um subproduto de diversas reações biossintéticas, 
sendo possível sua detecção no plasma e na urina, porém é rapidamente 
hidrolizado (Russell, 2006). PPi é capaz de inibir a calcificação por se ligar a 
cristais de hidroxiapatita, inibindo a formação e a dissolução dos cristais de fosfato 
de cálcio (Fleisch et al., 1966). PPi inibe a formação de depósitos de cálcio em 
cultura de tecidos e inibe a calcificação ectópica in vivo, mas falha em influenciar a 
reabsorção óssea in vivo, possivelmente porque ele é hidrolizado antes que atinja 
o local de ação. Desse modo, analogamente aos PPis, os BPs possuem alta 
afinidade pela matriz óssea mineral, especialmente em locais onde há intensa 
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remodelação óssea e acúmulo de cristais de hidroxiapatita. BPs agem não apenas 
inibindo a calcificação, mas também evitando a quebra da hidroxiapatita, o que 
resulta em inibição da reabsorção óssea (Russell et al., 1970; Fleisch, 2007). 
Estruturalmente os BPs são formados por 2 grupos fosfato ligados a um 
átomo central de carbono (P-C-P) e por duas cadeias laterais (R’ e R”), unidas ao 
carbono central (Figura 1), as quais permitem um grande número de variações 
estruturais (Dannemann et al., 2006). O radical R’ faz a ligação ao tecido ósseo, 
enquanto R” é responsável pela eficácia e atividade farmacológica do BPs 
(Russell, 2007). Os BPs diferem do PPi por conter um carbono central não 
hidrolizável no lugar do oxigênio, conferindo grande estabilidade à hidrólise, e 
praticamente todos os BPs usados atualmente possuem um grupo hidroxil ligado 
ao carbono central (em R’). Os grupos fosfato conferem afinidade aos cristais de 
hidroxiapatita, enquanto o grupo hidroxil aumenta sua ligação ao cálcio, dando aos 






Figura 1: Estrutura química do pirofosfato e dos bisfosfonatos. No carbono central 
(C) dos bisfosfonatos estão ligados dois grupos fosfato (P) e duas cadeias laterais (R’ e 
R’’) (Fleisch, 1998). 
 
 
Os BPs são divididos em 2 grupos: BPs que não contêm nitrogênio e 
BPs contendo nitrogênio, sendo que a presença de um nitrogênio ou grupo 
amino aumenta de 10 para 10.000 vezes o potencial de inibição da reabsorção 
óssea em relação aos BPs que não contêm nitrogênio (Russell, 2006). O primeiro 
grupo consiste na primeira geração de BPs e inclui os fármacos etidronato, 
clodronato (CLO) e tiludronato. Por sua semelhança estrutural com PPi, esses 
BPs são adicionados nas moléculas recém formadas de ATP pela classe II de 
RNA amino-acil transfersintases, após serem incorporados por endocitose pelos 
osteoclastos na matriz óssea mineral (Russell, 2006; Drake et al., 2008). O 
acúmulo intracelular desses análogos não hidrolisáveis de ATP resulta em 
citoxicidade e apoptose de osteoclastos (Drake et al., 2008). Por outro lado, os 
BPs de segunda e terceira gerações (alendronato, risedronato, ibandronato, 




apoptose em osteoclastos por um mecanismo distinto. Esses fármacos se ligam e 
inibem a atividade da pirofosfato farnesil sintase, enzima chave na via do 
mevalonato, necessária para a produção de colesterol, outros esteróides e 
lipídeos isoprenóides (Kavanagh et al., 2006). Desse modo, há inibição de 
alterações pós-traducionais essenciais para a atividade osteoclástica, tais como a 
isoprenilação de proteínas ligadoras de GTP, Rab, Rac e Rho, resultando em 
apoptose (Luckman & Hughes, 1998). 
Não é possível mensurar clinicamente a apoptose de osteoclastos induzida 
por BPs, mas pode-se verificar redução de marcadores de reabsorção óssea, tais 
como os produtos finais da quebra de colágeno tipo I, amino e carboxil-terminais, 
tanto na urina quanto no plasma (Drake et al., 2008). A supressão máxima da 
reabsorção óssea ocorre aproximadamente 3 meses após o início da terapia oral 
com BPs, permanecendo relativamente constante durante todo o tratamento 
(Cremers et al., 2005). A administração endovenosa se mostra mais eficaz em 
bloquear a reabsorção óssea do que a via oral (Drake et al., 2008). 
BPs são moléculas hidrofílicas, pouco absorvidas pelo trato gastrointestinal 
após administração oral (menos de 1%, aproximadamente), e apenas 50% da 
droga absorvida é retida no tecido ósseo, enquanto o restante é eliminado pela 
urina, sem que haja sua metabolização (Russell et al., 1970; Lin,1996). A retenção 
óssea dos BPs depende de fatores do hospedeiro (função renal, taxa de turnover 
ósseo) e da eficácia do medicamento (Cremers et al., 2005). Desse modo, devido 
à alta afinidade pelo tecido ósseo, onde permanece depositado por anos até que o 
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tecido seja reabsorvido, poucos efeitos não-ósseos são esperados para os BPs 
(Fleisch, 1989). 
Os efeitos adversos descritos ao uso de BPs são: (a) maior incidência de 
fibrilação atrial, (b) redução do turnover ósseo e consequentes fraturas 
patológicas, (c) hipocalcemia, (d) resposta inflamatória aguda nas administrações 
iniciais de BPs contendo nitrogênio e mais raramente, inflamação ocular, (e) dores 
musculares, (f), irritação e erosão esofágicas, e (g) insuficiência renal (revisado 
por Drake et al., 2008). Talvez o principal efeito colateral associado ao uso dos 
BPs seja a osteonecrose dos maxilares (ONM), condição clínica relativamente 
rara, descrita em 2003, na qual os ossos dos maxilares são expostos à cavidade 
oral devido o uso crônico de BPs (Carey & Palomo, 2008). A etiopatogenia da 
ONM não está completamente compreendida. Os possíveis fatores 
desencadeantes são o tipo de BP, a via de administração, duração do tratamento, 
procedimentos cirúrgicos orais na vigência do uso de BP, bem como pacientes 
etilistas, fumantes e com má condição de higiene bucal. Os critérios diagnósticos 
foram determinados pela American Association of Oral Maxillofacial Surgeons 
(AAOMS, 2007) e American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR, 
2007) para padronizar o diagnóstico e a conduta terapêutica e incluem a presença 
concomitante das 3 seguintes características: (1) uso prévio ou corrente de BP, (2) 
osso necrótico exposto em região maxilofacial por, pelo menos 8 semanas, a partir 
do diagnóstico clínico, e (3) ausência de história de radioterapia. Exclui do 
diagnóstico de ONM situações como úlcera em sítios de exodontia (osteíte 
alveolar), periodontite necrosante e carcinoma oral. Cerca de 90% das 
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osteonecroses relatadas na literatura ocorreram em pacientes com câncer em 
localizações extra-orais, sendo que pacientes com osteoporose ou doença de 
Paget são menos comumente afetados (Carey & Palomo, 2008). Essa diferença 
de proporção é decorrente do fato de que pacientes com câncer recebem cerca de 
12x mais BPs endovenosamente e são submetidos a procedimentos cirúrgicos 
odontológicos após o início da terapia do que pacientes com osteoporose ou 
doença de Paget. A prevalência de ONM em pacientes utilizando BPs injetáveis 
mensalmente para o tratamento de metástase óssea varia de 1-10%, enquanto 
menos de 1 paciente é acometido por ONM por ano, dos 10.000 a 100.000 que 
fazem uso de BPs orais para osteoporose (Carey & Palomo, 2008; Drake et al., 
2008). 
 
2.2. Câncer e metástases ósseas 
Neoplasia maligna ou câncer é uma doença que resulta de múltiplos 
eventos genéticos, tais como inativação de genes supressores de tumor e/ou 
ativação de oncogenes (Crum, 1996; Lewis & Conry, 1997). Estes eventos levam 
a uma perda do controle do ciclo celular e permitem o acúmulo de erros no DNA 
das células em divisão. Com o crescimento desordenado, as células tumorais são 
capazes de invadir os tecidos vizinhos e destacar-se de seu local de origem, 
proliferando em locais distantes do sítio primário, fenômeno este conhecido como 
metástase (Defino et al., 2001). As células de todos os tumores malignos têm 
potencial de invasão ou de metastatização, mas cada neoplasia possui 
características clínicas e biológicas específicas (McPherson et al., 2000). 
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A invasão de células malignas para o esqueleto ocorre muitas vezes 
durante os estágios finais do câncer, principalmente em neoplasias oriundas de 
carcinoma de mama, próstata, pulmão e mieloma múltiplo. Câncer de mama e de 
próstata em estágios avançados têm alta prevalência de metástases ósseas, 
cerca de 60-70%, quando comparados com outros sítios (Guise & Mundy, 1998). 
As lesões metastáticas podem ser osteolíticas, osteogênicas ou uma combinação 
de ambas, e complicações como fraturas e dor ósseas fazem da doença óssea 
metastática uma temida complicação nos pacientes com câncer (Clines & Guise, 
2004). 
O termo “eventos relacionados ao esqueleto”, ou skeletal-related 
events (SRE), diz respeito às principais complicações do comprometimento ósseo: 
fraturas patológicas (10 a 20% dos casos), compressão da medula espinhal (10% 
dos casos) e hipercalcemia (10 a 15% dos casos) (Body, 2000). Pacientes que 
têm apenas metástases ósseas apresentam maior taxa de SRE do que pacientes 
que apresentam metástases ósseas e viscerais, uma vez que os primeiros 
recebem mais radioterapia (Plunkett et al., 2000). Desse modo, o 
comprometimento ósseo em pacientes com câncer é responsável por significativas 
morbidade e redução da qualidade de vida, principalmente quando se trata de 
câncer de mama (Body, 2006). Para esse tipo de câncer, o esqueleto é o principal 
local de desenvolvimento das metástases e pacientes com metástases ósseas 
vivem, em média, 2,2 anos, enquanto aqueles com metástases viscerais vivem, 
em média, 5,5 meses (Plunkett et al., 2000). Além disso, os gastos com o 
10 
 
tratamento de metástases ósseas são altos e apenas paliativos. Portanto, devido 
ao papel relevante das metástases ósseas em neoplasias com grande incidência, 
a compreensão dos eventos celulares envolvidos neste processo, juntamente com 
a elaboração de estratégias terapêuticas para sua prevenção e/ou contenção são 
metas importantes para a gestão terapêutica do câncer (Clines & Guise, 2004). 
 
2.2.1. Câncer de mama 
O carcinoma de mama decorre da proliferação maligna de células epiteliais 
que revestem os ductos ou lóbulos glandulares das mamas. De acordo com a 
World Health Organization (WHO), a classificação histopatológica se concentra 
nos três tipos mais frequentes: carcinoma ductal invasivo, ductal in situ e lobular 
invasivo (WHO, 2003).  
Esta neoplasia maligna é considerada uma doença multifatorial, causada 
por fatores hereditários e ambientais. Acredita-se que 90% a 95% dos casos de 
câncer de mama sejam esporádicos, decorrentes de mutações somáticas durante 
a vida. Os demais 5% a 10% são hereditários, decorrentes de uma mutação 
germinativa ao nascimento, que confere a estes indivíduos maior suscetibilidade 
ao câncer de mama (Bilimoria & Morrow, 1995; Barros, 2005). Ainda assim, o risco 
de câncer de mama em parentes de primeiro grau de mulheres com a doença é de 
aproximadamente 2x maior do que em mulheres da população geral (Antoniou et 
al., 2008). Até o presente momento, foram identificados e confirmados 4 genes de 
alta penetrância (BRCA1, BRCA2, TP53 e PTEN), além de outras variantes de 
penetrância moderada e baixa, os quais contribuem para o desenvolvimento desta 
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neoplasia. Ainda assim, estima-se que esses genes representem apenas 28% das 
causas hereditárias da doença (Zhang et al., 2011). Mutações nos genes BRCA1 
e BRCA2, responsáveis pela integridade do genoma e manutenção da 
estabilidade cromossômica, representam cerca de 16% dos casos de câncer de 
mama hereditário. Portadores de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, além de 
terem o risco aumentado para câncer de mama, são mais susceptíveis a câncer 
de ovário, colo uterino e pâncreas, bem como de melanoma (Groep et al., 2011).  
Apesar da rara ocorrência, o câncer de mama também acomete homens, 
com uma incidência de cerca de 0,5-1% quando comparado com as mulheres. 
(Giordano et al., 2004). Para os homens, a taxa de sobrevivência é pior e menor, 
devido a fatores como diagnóstico tardio, idade avançada no momento do 
diagnóstico e falta de tratamento padronizado. Além disso, o foco de prevenção 
tem como público alvo as mulheres, com incentivos de campanhas de prevenção, 
uso de terapia de reposição hormonal e exames de mamografia (Miao et al., 
2011). 
Como o câncer de mama é uma doença dependente de hormônios, os 
fatores de risco associados ao seu desenvolvimento estão relacionados à vida 
reprodutiva da mulher, tais como: menarca precoce, nuliparidade, idade da 
primeira gestação a termo acima dos 30 anos, menopausa tardia, terapia de 
reposição hormonal e história familiar (INCA, 2010). Além desses, há certa 
correlação entre o aumento do risco de câncer de mama com fatores ambientais e 
estilo de vida da paciente, a partir de uma dieta rica em gorduras, sobrepeso e uso 
excessivo de álcool (McPherson et al., 2000). Para os hormônios exógenos, há 
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aumento do risco de desenvolvimento do tumor nos casos de terapia de reposição 
hormonal após menopausa. Por outro lado, a baixa taxa hormonal presente em 
contraceptivos orais praticamente não aumenta o risco de câncer de mama 
(Harrison, 2008; McPherson et al., 2000). 
Existem múltiplas formas de apresentação clínica e morfológica do câncer 
de mama, com diferentes graus de agressividade e potencial metastático, os quais 
determinam a forma de tratamento (Silva et al., 2002). O principal tratamento para 
o câncer de mama é a cirurgia, principalmente quando o tumor é localizado, 
seguido de quimioterapia, radioterapia e terapia hormonal adjuvante com 
tamoxifeno ou inibidores da aromatase. (Polgár & Major, 2009; Elston & Ellis, 
1991). 
Apesar de ser considerado um câncer com prognóstico relativamente bom 
se diagnosticado e tratado oportunamente, dados do Instituto Nacional de Câncer 
(INCA, 2010) revelam que o câncer de mama é o segundo tipo mais frequente de 
câncer no mundo, sendo o mais comum entre as mulheres. A estimativa para 
2010 foi 49.240 novos casos no Brasil. As taxas de mortalidade, no entanto, 
continuam altas e em 2008 o número de mortes foi de 11.860, sendo 11.735 
mulheres e 125 homens, com sobrevida média mundial em 5 anos de 61% (INCA, 
2010). Além disso, como citado anteriormente, o câncer de mama é um dos 
tumores que mais causam metástases ósseas (American Institution for Cancer 
Research, 2007). Os mecanismos de predileção das células de tumor de mama 
por tecido ósseo não foram totalmente compreendidos. Fatores quimiotáticos 
liberados durante o turnover ósseo podem atrair as células tumorais, mas o 
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principal mecanismo aceito é o de “sementes e solo”, no qual as células tumorais 
(sementes) secretam fatores como a proteína relacionada ao paratormônio, 
potencializando o surgimento de metástases no tecido ósseo, que consiste em um 
“solo” fértil, rico em citocinas e fatores de crescimento, que estimulam a 
proliferação das células tumorais. Ao mesmo tempo, a liberação de proteína 
relacionada ao paratormônio e fatores osteolíticos pelas células tumorais 
estimulam a reabsorção óssea (Body, 2006). 
No câncer de mama há uma inversão na relação osteoprotegerina, inibidora 
da osteoclastogênese, cuja produção diminui, e do ligante do receptor NF-B 
(RANKL), cuja produção aumenta (Hofbauer, 1999). Essa inversão culmina em 
aumento da proliferação e da atividade de osteoclastos que, por sua vez, resulta 
em osteólise local e proliferação das células tumorais (Käkönen & Mundy, 2003; 
Mundy, 2003). 
Clinicamente o uso de BPs tem sido benéfico para o tratamento dos SRE. 
Vários estudos vêm confirmando as vantagens do tratamento adjuvante dessas 
drogas na redução do risco de recorrência de lesões ósseas e no aumento da 
sobrevida global de pacientes com câncer de mama (Theriault, 2010). Dados pré-
clínicos e clínicos indicam que os BPs afetam negativamente vários processos que 
suportam o crescimento tumoral, proliferação e formação de metástases (Yan et 
al., 2012). Previamente foi demonstrado que a administração endovenosa dos BPs 
pamidronato, ZOL ou ibandronato promoveu melhorias significativas em relação à 
dor e a complicações ósseas em pacientes com metástases ósseas decorrentes 
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de câncer de mama (revisado por Drake et al., 2008). Embora o mecanismo exato 
ainda não tenha sido elucidado, a adição de ZOL como adjuvante na terapia 
padrão pode melhorar o prognóstico e diminuir o risco da progressão do câncer de 
mama, principalmente em pacientes na pós-menopausa (Aft, 2011; Yan et al., 
2012). A combinação de ZOL com Bevacizumab, anticorpo monoclonal humano 
que bloqueia especificamente a ligação de VEGF (ver item 2.3.2 adiante) a 
receptores de alta afinidade, têm sido amplamente investigado (Aapro & Coleman, 
2011; Guarnei et al., 2010; Ngamphaiboon et al., 2011). Entretanto, a Food and 
Drug Administration (FDA) decidiu recentemente revogar a aprovação do 
Bevacizumab, concedida em 2008, devido a dados que confirmaram falha na 
progressão da sobrevivência dos pacientes e efeitos colaterais tóxicos, resultando 
em baixa relação custo/benefício. Mesmo assim, Bevacizumab continua liberado 
para o tratamento de outros tipos de câncer, tais como carcinoma colorretal, 
glioblastoma multiforme recorrente, carcinoma de células renais, câncer de 




A neovascularização ou formação de novos vasos ocorre através de dois 
processos: vasculogênese e angiogênese (Figura 2). A vasculogênese ocorre 
a partir da diferenciação de células endoteliais precursoras (angioblastos), que 
proliferam, migram e se diferenciam em células endoteliais, as quais são 
responsáveis pela formação de artérias, veias e vasos linfáticos (Fischer et al., 
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2006) Por outro lado, a angiogênese é o processo de formação de novos vasos 
em tecidos adultos, nos quais novos capilares são formados a partir da extensão e 
ramificação de vasos pré-existentes ou pelo recrutamento de células endoteliais 
progenitoras da medula óssea (Risau & Flamme, 1995; Risau, 1997; Carmeliet, 
2000; Kurz et al., 2003). Existe ainda um terceiro processo de formação de vasos 
sanguíneos chamado arteriogênese, o qual se caracteriza pelo remodelamento 
estrutural de vasos colaterais pré-existentes, dirigido em parte, por estresse 





Figura 2: Tipos de neovascularização: vasculogênese e angiogênese, sendo esta 
dividida em: brotamento, intussuscepção, pontes transendoteliais e recrutamento de 
precursores endoteliais circulantes (EPCs) da medula óssea (Modificado de Carmeliet, P. 




A angiogênese é um processo complexo e que envolve a interação de 
células, fatores solúveis e componentes da matriz extracelular (MEC). Trata-se de 
uma etapa fundamental nos processos de crescimento tecidual fisiológico, 
processos inflamatórios e cicatriciais, além de ser um evento indispensável para o 
crescimento tumoral e metástases (Liekens et al., 2001). Apesar de ser 
rigorosamente controlada, desregulações no processo de angiogênese podem 
levar ao desenvolvimento de diversas doenças, como artrite reumatóide, 
retinopatias vasculares, entre outras. Além disso, a angiogênese tumoral tem sido 
objeto de diversos estudos nos últimos anos, em busca de maior compreensão 
dos mecanismos biológicos envolvidos na patogênese tumoral e dos efeitos 
terapêuticos dos agentes antiangiogênicos. 
A formação de um novo vaso requer várias etapas (Figura 3): (i) liberação 
de proteases por células endoteliais ativadas, (ii) ligação desses fatores 
angiogênicos a receptores específicos na membrana basal, a qual sofre 
degradação, (iii) invasão e migração das células endoteliais para o espaço 
intersticial, (iv) proliferação e, por fim, (v) diferenciação em vasos sanguíneos 
maduros. Estes processos são mediados pela participação de vários indutores da 
angiogênese, incluindo fatores de crescimento, quimiocinas, enzimas 
angiogênicas, receptores endoteliais específicos e moléculas de adesão (Mignatti 
& Rifkin, 1996). Após a degradação proteolítica da MEC, as células endoteliais 
começam a migrar através da matriz degradada e a proliferar, estimuladas por 
uma variedade de fatores de crescimento, alguns dos quais são liberados pela 






Figura 3: Etapas do processo de angiogênese: Por estímulo tumoral ou tecido 
lesionado, fatores angiogênicos são liberados (1), difundidos por tecidos proximais, onde 
se ligam a receptores específicos (2). As células endoteliais (CE) são ativadas (3) e 
produzem enzimas que degradam a membrana basal de vasos sanguíneos preexistentes 
(4). As CE se proliferam e iniciam a formação de brotos em direção ao tecido de estímulo 
(5), onde moléculas especializadas na adesão (integrinas) servem como gancho na 
migração dos brotamentos (6). Enzimas adicionais (metaloproteinases da matriz) auxiliam 
na remodelação desses brotos (7), os quais se fecham para formação dos tubos (8), que 
se unem para formar loops dos vasos sanguíneos (9). Finalmente, os vasos recém-
formados são estabilizados por células musculares especializadas lisas, os pericitos, que 
fornecem suporte estrutural para o fluxo sanguíneos (10) (Modificada de The 





Existe uma variedade de fatores indutores de angiogênese, os quais são 
divididos em três classes (Klagsbrun & Moses, 1999). A primeira classe consiste 
na família do fator de crescimento epitelial vascular – VEGF, fundamental neste 
processo, já que o crescimento dos vasos sanguíneos depende da sua produção e 
secreção, estimulada pela redução dos níveis de oxigênio e pelas angiopoietinas, 
as quais agem especificamente nas células endoteliais, modulando as interações 
celulares e promovendo a diferenciação celular (Ferrara et al., 2002). A segunda 
classe inclui principalmente moléculas de ação direta, como citocinas, quimiocinas 
e enzimas angiogênicas, que ativam uma ampla variedade de células-alvo e as 
próprias células endoteliais. Um importante membro deste grupo é o fator de 
crescimento fibroblástico do tipo 2 ou básico (FGF-2), um dos primeiros peptídeos 
angiogênicos a ser caracterizado (Moore et al., 1998; Brown & Bicknell, 1998; 
Chiarugi et al., 1998). O terceiro grupo de moléculas angiogênicas são os fatores 
de ação indireta, cujo efeito resulta na liberação de fatores de ação direta por 
macrófagos, células endoteliais e células tumorais. Destes, os mais estudados são 
fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e o fator de crescimento transformante-β 
(TGF-β), que são capazes de induzir a angiogênese pelo aumento da expressão 
de FGF-2, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), VEGF e seus 
receptores, além da interleucina (IL)-8 (Falcone et al., 1993; Pintavorn & 
Ballermann, 1997; Giraudo et al., 1998; Yoshida et al., 1997). Uma vez que a 
neovascularização se faz suficiente, ocorre diminuição da regulação dos fatores 
pró-angiogênicos e/ou aumento da concentração local de inibidores da 
angiogênese. Como resultado, as células endoteliais se tornam quiescentes e os 
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vasos podem permanecem no local ou podem regredir, caso não sejam mais 
necessários. 
 
2.3.1. Angiogênese tumoral 
J. Folkman e colaboradores (1971) estabeleceram o conceito de que o 
desenvolvimento de um tumor é dependente de angiogênese, ou seja, para que 
um tumor cresça além de certo tamanho, se faz necessário um suprimento 
sanguíneo adequado, capaz de garantir o fornecimento de oxigênio e nutrientes às 
células tumorais. Sendo assim, o crescimento tumoral é governado pela 
capacidade de difusão de oxigênio fornecida pelos vasos sanguíneos da região, a 
qual é de aproximadamente 100-200 μm (Hanahan & Folkman, 1996; Folkman et 
al., 2000), e os tumores não conseguem ter mais do que 1 ou 2 mm de diâmetro, a 
menos que sejam vascularizados (Folkman, 2002). Assim como em tecidos 
normais, a angiogênese tumoral pode ocorrer pela mobilização de células 
precursoras ou pelo desenvolvimento dos capilares já existentes (Carmeliet et al., 
2001) no entanto, os vasos sanguíneos formados diferem dos vasos normais por 
serem tortuosos, irregulares e menos permeáveis (Jain, 2003; McDonald et al., 
2003). 
As células tumorais são geneticamente instáveis, apresentam variadas 
mutações, altos índices de proliferação e tendência a produzir oncogenes. Os 
tumores malignos possuem variados fenótipos, incluindo angiogênicos. Em fases 
iniciais do crescimento das neoplasias malignas não há estímulo da angiogênese, 
podendo os tumores permanecer “dormentes” por meses ou anos, até que 
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algumas de suas células tumorais adquiram um fenótipo angiogênico (revisado por 
Bergers & Benjamin, 2003). A mudança para o fenótipo angiogênico depende do 
equilíbrio entre fatores pró ou antiangiogênicos. As células tumorais induzem a 
produção de fatores angiogênicos através dos seguintes eventos: (i) adquirindo 
um fenótipo angiogênico; (ii) pela ativação de células do estroma, como 
fibroblastos, macrófagos, mastócitos e leucócitos, recrutados no tecido adjacente 
ou de tecidos não-tumorais de locais mais distantes; (iii) pela liberação de fatores 
angiogênicos da MEC a qual estão ligados; e (iv) expressão de novos epítopos na 
MEC que promovem angiogênese. Paralelamente, células não tumorais secretam 
fatores pró-angiogênicos, permitindo sua interação com as células neoplásicas e 
com a MEC alterada (Norrby et al., 2006). 
O fator de crescimento endotelial vascular, VEGF (VEGFA, particularmente 
VEGFA165/164 – ver adiante), é o principal fator pró-angiogênico da maioria dos 
tumores humanos. Células sob situação de hipóxia, decorrente da intensa 
proliferação celular e do metabolismo celular aumentado, produzem VEGF e 
estimulam aumento da expressão de seus receptores nas células endoteliais pré-
existentes. As principais funções do VEGF são promover a sobrevivência das 
células endoteliais, induzir a proliferação destas células e promover a migração e 
invasão da MEC (Norby et al., 2006). 
Os produtos das células tumorais que influenciam a angiogênese são ativos 
não somente no tumor, mas também em tecidos distantes (Norrby et al., 2006). 
Um exemplo deste tipo de efeito “distal” é o recrutamento dos precursores 
endoteliais circulantes (EPCs) da medula óssea pelo VEGF secretado pelas 
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células tumorais. EPCs são capazes de se fixarem em microvasos 
angiogenicamente ativados no tumor e aumentar a reação angiogênica através de 
sinalização parácrina (Kinnaird et al., 2004) ou por funcionarem como células 
suporte para o desenvolvimento de novos vasos (Ziegelhoeffer et al., 2004). 
A ideia de que a angiogênese é um alvo em potencial para a terapia 
tumoral, é amplamente aceita. Vários agentes antiangiogênicos que inibem tanto 
fatores de crescimento angiogênicos quanto seus receptores já foram 
desenvolvidos e têm sido objeto de diversos experimentos pré-clínicos e clínicos 
(Papetti & Herman, 2002). O primeiro inibidor angiogênico descrito foi a 
trombospondina-1, que modula a proliferação de células endoteliais e sua 
mobilidade (Volpert et al., 1995). Curiosamente muitas moléculas inibitórias, tais 
como as "estatinas", são derivadas de proteínas maiores que não têm efeito sobre 
a angiogênese. Entre elas estão a angiostatina (um fragmento do plasminogênio 
que liga a anexina II e a ATP sintase), endostatina, tumstatina e canstatina, os 
quais são fragmentos de colágenos que se ligam a integrinas (revisado por Kalluri 
et al., 2002; O’Reily et al., 1997a; O’Reily et al., 1997b; Maeshima et al., 2001). 
Além destas, diversas moléculas são descritas por interferir nas diferentes etapas 
do processo de angiogênese, tais como inibição da invasão celular (Marimastat®, 
Neovastat®, AG-3340), adesão (Vitaxin®) ou proliferação endotelial (TNP-470, 
Thalidomide, Combretastatin A-4) (Liekens et al., 2001). 
Outro grupo de inibidores da angiogênese é formado por drogas 
antagonistas ao VEGF ou ao receptor VEGFR-2 (ver adiante), sendo que o 
tratamento com estes inibidores prolonga a sobrevida dos pacientes com câncer. 
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Um exemplo mencionado anteriormente é o anticorpo contra VEGF, Bevacizumab 
(Avastin®). Além disso, existem drogas antagonistas a VEGFR-2 já aprovadas 
para uso clínico, como o Sorafenib (Nexavar®) para carcinoma renal metastático e 
carcinoma hepatocelular irressecável, e Sunitinib (Sutent®) e Pazopanib (Votrient®) 
para carcinoma renal metastático e de pâncreas. Recentemente, Vandetanib 
(Zactima®) foi aprovado para o câncer inoperável ou com metástase medular da 
tireóide (revisado por Carmeliet & Jain, 2011a). 
Estudos recentes demonstram que o tratamento com bloqueadores de 
VEGF ou de seus receptores leva a “normalização” da vasculatura tumoral, 
através da maturação de vasos, tornando-os menos tortuosos e mais permeáveis, 
reduzindo a pressão do fluido intersticial, aumentando a oxigenação e a perfusão 
e, consequentemente, a penetração de drogas no tumor (Tong et al., 2004; 
Kamoun et al., 2009; Dickson et al., 2007; Taylor et al., 2010). Entretanto, apesar 
de promissoras, as terapias antiangiogênicas que visam danificar a vasculatura 
tumoral e inibir a angiogênese parecem ser de curta duração e desenvolver 
resistência em alguns pacientes (Ebos et al., 2009; Ribatti et al., 2010). Carmeliet 
e Jain (2011b) sugerem benefício transiente no tratamento com inibidores de 
VEGF, que ocorre durante a normalização da vasculatura. Consequentemente, o 
uso prolongado destes agentes reduz os vasos tumorais, porém, paralelamente, 
as células tumorais ativam uma via angiogênica alternativa. Mesmo assim, esse 
período de normalização vascular é benéfico para a terapia contra o câncer, uma 
vez que tumores oxigenados são mais sensíveis à radioterapia e os vasos 
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funcionantes são mais efetivos para levar quimioterápicos para o interior dos 
tumores (Carmeliet & Jain, 2011b). 
 
2.3.2. Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) 
O controle molecular do processo de angiogênese é complexo e 
centralizado no fator VEGF (Ferrara et al., 2002), promovendo o crescimento das 
células endoteliais derivadas de artérias, veias e vasos linfáticos (Ferrara & Davis-
Smyth, 1997). O crescimento dos vasos sanguíneos para responder às 
necessidades do tecido depende da produção e secreção de VEGF, que é 
estimulada pela falta de oxigênio. Estudos anteriores têm demonstrado que a 
transformação oncogênica com ativação dos genes Src, Kas e Raf 1, juntamente 
com a perda da expressão do gene supressor de tumor p53, podem aumentar a 
expressão de VEGF, sugerindo uma co-ligação entre tumorigênese e angiogênese 
(Mukhopadhyay et al., 1995). 
VEGF é um termo que representa uma família de 7 membros formada por 
PLGF (placental growth factor), VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE e 
VEGFF. VEGFA é o principal regulador do crescimento dos vasos sanguíneos, 
enquanto que VEGFC e VEGFD regulam a linfangiogênese (Karkkainen et al., 
2002). Além de ser mitógeno para células endoteliais, VEGFA também tem 
importante efeito sobre a permeabilidade vascular e quimiotaxia de monócitos, 
células derivadas da medula óssea (Clauss et al., 1990). Este fator se liga aos 
receptores VEGFR-1 ou VEGFR-2 e aos co-receptores neuropilinas 1 e 2 (NRP1 e 
NRP2), ao passo que VEGFC e VEGFD se ligam a VEGFR-3 no processo de 
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linfangiogênese (Karkkainen et al., 2002). Existem muitas evidências de que 
VEGFR-2 é o mais importante mediador da mitogênese e sobrevida das células 
endoteliais, bem como da permeabilidade vascular durante a angiogênese. Em 
contraste, VEGFR-1 não participa de sinais mitogênicos e pode, especialmente 
durante o desenvolvimento embrionário, inibir a proliferação endotelial através do 
sequestro de VEGFA, que por sua vez impede que este fator se ligue a VEGFR-2 
(Ferrara et al., 2003). VEGFR-1 e VEGFR-2 são expressos em células endoteliais 
vasculares e células tumorais, enquanto VEGFR-3 é aparentemente produzido 
apenas por células endoteliais linfáticas (Kowanetz & Ferrara, 2006). 
Na hipóxia ou em resposta aos fatores TGF-α, TGF-β e PDGF (fator de 
crescimento derivado de plaquetas) ocorre um aumento intracelular de fator I 
induzido por hipóxia (HIF-1α), que por sua vez estimula a transcrição do gene que 
codifica VEGFA, cujo produto protéico difunde-se pelos tecidos e atua sobre seus 
receptores presentes na superfície das células endoteliais. Após o 
restabelecimento da oxigenação, HIF-1α torna-se indisponível através de sua 
contínua degradação proteossômica dependente do produto do gene von Hippel-
Lindau (VHL) (Yancopoulos et al., 2000). Como resultado, as células endoteliais 
tornam-se quiescentes e os vasos permanecem ou regridem se não forem mais 
necessários. HIF1-α foi identificado inicialmente por responder prontamente a 
baixas concentrações de oxigênio, entretanto existem evidências de que este fator 
possa ser regulado pela ativação de oncogenes ou perda de supressores tumorais 
(revisado por Denko, 2008). Por exemplo, há acúmulo de HIF-1α nas células 
tumorais em resposta a ativação de oncogenes como Ras, SRC e fosfatidilinositol 
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3-quinase (PI3K), ou perda de supressores tumorais, como PTEN e VHL, mesmo 
sob condições de normóxia (Bárdos et al., 2004). 
O gene humano que codifica VEGF reside no cromossomo 6p21.3 e possui 
8 éxons (Tischer et al., 1991; Vincenti et al.,1996). Através de splicing alternativo, 
o mRNA de VEGFA produz proteínas variantes com atividade pró-angiogênica 
como VEGFA206, VEGFA189, VEGFA183, VEGFA165, VEGFA148, VEGFA145, e 
VEGFA121 (Houck et al., 1991; Ferrara & Davis-Smyth, 1997) ou antiangiogênicas 
como VEGFA189b, VEGFA183b, VEGFA165b, VEGFA145b e VEGFA121b (Woolard et 
al., 2004). Os éxons 1 à 5 e 8 estão preservados em todas as variantes, enquanto 
a utilização ou não dos éxons 6 e 7 resulta nas distintas isoformas (Figura 4). Na 
isoforma VEGF121 faltam os éxons 6 e 7 (Ferrara et al., 1997) e na VEGF165 o éxon 
7 está ausente, ao passo que a variante VEGF148 tem a mesma sequência de 
aminoácidos da VEGF165 menos 35 pares de base no final do éxon 7 (Whittle et 
al.,1999). Os mRNAs da isoforma VEGF189 possuem os éxons 6a e 7 (Ferrara et 
al., 1997), enquanto que os da VEGF183 perdem 18 pares de base do éxon 6 (Lei 
et al., 1998). VEGFA145 contém o éxon 6a, mas não o éxon 7 (Poltorak et al., 
1997) e as variantes VEGF206 são as mais extensas, contendo além de éxons 6 e 






Figura 4: Estrutura dos mRNAs das isoformas de VEGFA. O gene é composto por 8 
éxons e o splicing alternativo entre os éxons 6, 7 e 8 é capaz de gerar as múltiplas 
isoformas (Figura cedida por Fabiana Seguin, adaptada de Harper & Bates, 2008). 
 
 
Ainda não está claro se a diferença no comportamento celular induzido por 
VEGFA antiangiogênico em comparação com o pró-angiogênico está no tipo de 
interação com os receptores e consequentes vias de sinalização ou se depende 
apenas da quantidade de sinal desencadeado (revisado por Harper & Bates, 
2008). A maioria das células produtoras de VEGF parece expressar 
preferencialmente VEGFA121, VEGFA165 e VEGFA189 (Ferrara et al., 2002), dentre 
as quais as mais estudadas são VEGFA165 e VEGFA165b, presentes tanto em 
tecidos normais quanto em tumores (Rennel et al., 2008). VEGFA120/121 é muito 
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solúvel, pois não se liga a heparina, ao contrário de VEGFA165/164, que se mantém 
ligada à superfície da célula ou à MEC (Park et al., 1993). VEGFA189 e VEGFA188 
têm maior afinidade à heparina e, portanto, permanecem fortemente associados à 
superfície celular ou MEC. VEGFA145 é uma das principais variantes produzidas 
por várias linhagens de células derivadas de carcinomas do aparelho reprodutor 
feminino e de câncer de mama (Poltorak et al., 1997; Stimpfl et al., 2002). 
VEGFA148 foi identificado em glomérulos humanos, mas não há dados relativos da 
sua expressão em outros tecidos (Whittle et al., 1999). VEGFA189 é altamente 
expresso nos pulmões (Cheung et al., 1998; Ng et al., 2001), enquanto no coração 
há predomínio da expressão de VEGFA189 e VEGFA165 (Carmeliet et al., 1999). 
VEGFA206 é uma isoforma rara, descrita em fígado fetal humano (Neufeld et al., 
1999). Entretanto, todas estas isoformas se ligam aos receptores VEGFR-1 
(também conhecido como Flt-1) e VEGFR-2 (KDR/Flk-1) (Waltenberger et al., 
1994; Carmeliet et al.,1999), sendo a interação com o último reforçada por NRP-1 
(Soker et al.,1998). O balanço da expressão destas isoformas parece ser 
importante tanto na angiogênese fisiológica quanto patológica. 
VEGF tem expressão elevada na maioria dos tumores humanos (Ferrara et 
al., 1997), incluindo o câncer de mama, sendo que o crescimento dessas células 
tumorais tem sido associado com aumento da produção de VEGF induzido pelo 
tumor (Bossung & Harbeeck, 2010). Níveis séricos elevados de VEGF apresentam 
correlação negativa com a sobrevida de pacientes com câncer de mama e outras 
neoplasias malignas avançadas, fazendo deste um fator de progressão e 
sobrevivência tumoral (Ferrara et al., 2002; Lipton et al., 2008). E, apesar da alta 
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expressão de VEGF em tumores malignos, a expressão de cada isoforma é 
variável. Por exemplo, em câncer de mama (Zhang et al.,1995) e melanomas 
(Potgens et al., 1995; Redondo et al., 2000; Yu et al., 2002) a isoforma 
aparentemente predominante é VEGFA121, (Zhang et al., 2000), enquanto que a 
variante VEGF165 é encontrada em grande quantidade nos glioblastomas 
(Berkman et al.,1993). Cheung et al., (1998) mostraram que, em carcinoma 
pulmonar, a progressão da doença está associada com a expressão de VEGFA189. 
O mecanismo pelo qual as isoformas antiangiogênicas de VEGF limitam o 
crescimento tumoral ainda não está elucidado, contudo está claro que VEGFA165b 
é capaz de se ligar tanto a VEGFR-1 (Cebe et al., 2006) como VEGFR-2 (Woolard 
et al., 2004), desencadeando fraca sinalização (Woolard et al., 2004; Cebe et al., 
2006). De fato, Rennel et al., (2009) verificaram que VEGFA121b é capaz de se 
ligar com a mesma afinidade que as variantes pró-angiogênicas ao receptor 
VEGFR-2, porém inibindo a migração e atuando como citoprotetor das células 
endoteliais. É importante ressaltar que, apesar de descritos como 
antiangiogênicas, as isoformas VEGFA165b e VEGFA121b são capazes de estimular 
a proliferação de células endoteliais de maneira menos intensa que as variantes 
pró-angiogênicas, o que levou os autores a sugerirem a nomenclatura “fracamente 
angiogênica” (Catena et al., 2010). 
Devido à importância da neoformação vascular no desenvolvimento 
tumoral, a inibição angiogênica tem sido considerada um possível alvo para 
terapia anticâncer, porém recentemente várias estratégias têm sido estudadas 
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para avaliar os mecanismos dos agentes antiangiogênicos e com isso, terapias 
para o câncer de mama (Bossung & Harbeeck, 2010).  
 
2.4. Bisfosfonatos e angiogênese 
O potencial antiangiogênico dos BPs tem sido sugerido, uma vez que estes 
agentes reduzem a adesão e proliferação de células endoteliais, induzem 
apoptose destas células e reduzem a formação de vasos sanguíneos, in vitro e in 
vivo (Fournier et al. 2002; Wood et al., 2002; Croucher et al., 2003; Hamma-
Kourbali et al., 2003; Tang et al., 2010). O tratamento intermitente com ZOL e CLO 
em modelos de ratos injetados com células tumorais B02/GFP.2 de câncer de 
mama, inibiu o crescimento de tumor ósseo, supondo que o uso antecipado de 
BPs no tratamento adjuvante de câncer de mama primário irá diminuir o risco de 
metástases ósseas (Daubiné et al., 2008).  
Experimentalmente, os BPs CLO, risedronato, ibandronato e ZOL inibiram a 
proliferação de células endoteliais e a formação de capilares in vitro, assim como 
inibiram a revascularização de próstatas de ratos castrados sob a ação da 
testosterona (Fournier et al., 2002). Hamma-Kourbali e colaboradores observaram 
que a injeção de BP7033, um BP que não contém nitrogênio, inibiu o crescimento 
tumoral e a angiogênese em camundongos injetados com células tumorais A431, 
de carcinoma espinocelular de vulva. Paralelamente, observaram in vitro que 
BP7033 inibiu a proliferação e preveniu a formação de capilares de células 
endoteliais humanas HUVEC, em Matrigel (Hamma-Kourbali et al., 2003). ZOL 
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apresentou significativas propriedades inibitórias sobre a angiogênese induzida 
por FGF-2 em células HUVEC em cultura, em anéis de aorta e em camundongos 
tratados (Wood et al., 2002). O tratamento com ZOL também diminuiu a densidade 
de microvasos em camungondos injetados com células de mieloma 5T2MM, 
conforme observado por imunohistoquímica para CD31 (Croucher et al., 2003). 
Recentemente foi demonstrado que CLO e pamidronato inibiram a expressão de 
VEGF e levaram à degradação de HIF-1α na angiogênese tumoral estimulada por 
IGF-1 (fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1), in vitro e in vivo em 
células de câncer de mama MCF-7 (Tang et al., 2010). Dados pré clínicos, em 
camundongos, sugerem que a atividade antitumoral dos BPs é decorrente de 
múltiplos mecanismos, incluindo a inibição da angiogênese estimulada por células 
tumorais (Lipton, 2008; Soltau et al., 2008), mais especificamente, inibição de 
VEGF (Amir et al., 2008). Estudos de Walter e colaboradores (2010 e 2011) 
mostraram redução da viabilidade e da migração de células endoteliais, 
fibroblastos e osteoblastos após tratamento in vitro com diversos BPs, sendo que 
pamidronato, ibandronato e ZOL apresentaram os efeitos mais significativos 
quando comparados com CLO. Segundo Clézardin e colaboradores (2005) 
estudos têm revelado amplas formas de se utilizar BPs na oncologia, explorando 
ao máximo seu potencial antitumoral.  
Conforme mencionado anteriormente, os níveis séricos de VEGF estão 
relacionados com a sobrevida de pacientes com câncer (Lipton, 2008). Santini et 
al., (2003, 2006) demonstraram diminuição significativa dos níveis séricos de 
VEGF e PDGF, bem como do marcador de turnover ósseo ßCTX (beta-isomerized 
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C-terminal telopeptide of collagen type I), quando comparado com os valores 
basais de pacientes portadores de tumores sólidos e metástases ósseas, tratados 
com ZOL. Da mesma forma, o tratamento com ZOL reduziu os níveis séricos de 
VEGF de pacientes com câncer de mama avançado (Vincenzi et al., 2005; Winter 
et al., 2008), sugerindo que a adição dos BPs na terapia de câncer de mama 
promove melhorias da qualidade de vida e sobrevida destes pacientes (Coleman, 
2011). 
Por outro lado, não foram observadas mudanças nos níveis séricos dos 
fatores angiogênicos VEGF e FGF-2 após a injeção intravenosa de ZOL em 
pacientes com câncer de mama e pulmão, com metástases ósseas confirmadas 
(Tas et al., 2008). No entanto, novos estudos são necessários para se avaliar a 
eficácia da utilização do ZOL como um medicamento antiangiogênico em 
associação com outros agentes quimioterápicos (Vincenzi et al., 2005). 
Diante das altas taxas de metástases ósseas, morbidade e mortalidade do 
câncer de mama, e considerando que pouco se sabe sobre a ação dos BPs sobre 







Analisar os mecanismos antitumorais e antiangiogênicos de bisfosfonatos 
(BPs) em linhagens celulares derivada de câncer de mama e de células 
endoteliais. 
 
3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 Estudar os efeitos do tratamento com BPs, in vitro, sobre a proliferação e 
viabilidade de células derivadas de câncer de mama, bem como de células 
endoteliais. 
 
 Estudar os efeitos dos produtos secretados por células derivadas de câncer 
de mama tratadas com BPs, in vitro, sobre a proliferação de células 
endoteliais e sobre a formação de estruturas semelhantes a vasos e, ex 
vivo, sobre o crescimento de células endoteliais derivadas de aorta murina. 
 
 Verificar os efeitos dos BPs sobre a expressão de VEGFA e de suas 
isoformas pró e antiangiogênicas em células derivadas de câncer de mama. 
 
 Comparar os potenciais antitumoral e antiangiogênico de BP que não 
contêm nitrogênio (CLO) com BP contendo nitrogênio (ZOL). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1. Cultura de células 
Neste estudo foram utilizadas três linhagens celulares: MCF-7, HUVEC e 
RAEC. A linhagem MCF-7 (Michigan Cancer Foundation – 7) é derivada de 
adenocarcinoma de mama de uma mulher caucasiana de 69 anos de idade e foi 
comercialmente adquirida da American Type Culture Collection (ATCC, EUA). A 
linhagem HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) foi isolada a partir de 
culturas primárias de cordões umbilicais humanos e foi gentilmente cedida pela 
Profa Dra Ana Marisa Chudzinski-Tavassi (Instituto Butantan, São Paulo). A 
linhagem RAEC (Rabbit Aortic Endothelial Cells), derivada do endotélio de aorta 
de coelho, foi gentilmente cedida pela Profa Dra Helena B. Nader (Departamento 
de Bioquímica, Escola Paulista de Ciências Biomédicas, Unifesp, São Paulo). 
As células foram cultivadas em frascos plásticos de 75 cm2 (NUNC, 
Dinamarca) em meio de cultura DMEM (Invitrogen, EUA) para as MCF-7 e HAM-
F12 (Invitrogen) para as RAEC, suplementados com 10% de SFB (Cultilab, Brasil) 
e solução antibiótica e antimicótica (Invitrogen) na diluição de 1:100, a 37ºC em 
atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. O subcultivo celular foi 
realizado quando as culturas atingiam uma confluência de cerca de 80%. Para 
isto, o meio de cultura foi removido, as células lavadas com 10 ml de solução 
salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) e então incubadas com 2 ml de 
tripsina a 2% a 37ºC. Após um período que variou de 1 a 3 min, o desprendimento 
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das células foi confirmado por observação em microscópio de contraste de fase e 
a ação da tripsina foi interrompida pela adição de 5 ml de meio de cultura 
contendo 10% de SFB. A suspensão de células foi transferida para tubos cônicos 
de plástico de 15 ml estéreis (Corning, EUA) e estes centrifugados a 4.000 xg por 
3 min. O sobrenadante foi removido e descartado e os pellets de células eram 
ressuspensos em 10 ml de meio de cultura suplementado com 10% de SFB. 
Cerca de 20 µl da suspensão de células eram usados para contagem em 
hemocitômetro e posterior montagem dos experimentos. O meio de cultura foi 
trocado a cada 48 h. Visando trabalhar com células em passagens semelhantes, 
várias amostras de cada linhagem celular foram congeladas em nitrogênio líquido 
antes do início da realização dos experimentos, em solução contendo 20% de 
DMSO (Sigma, EUA) e 80% de SFB. Para o descongelamento, os criotubos eram 
colocados a 37ºC e, após rápido descongelamento, as células eram transferidas 
para tubos de 15 ml contendo 5 ml de meio e centrifugadas. Os pellets eram então 
ressuspensos em 1 ml de meio de cultura e as células plaqueadas em frascos 
plásticos de 75 cm2. Em todos os procedimentos de cultivo celular foram 
observados os cuidados para a manutenção da esterilidade, sendo as linhagens 
subcultivadas no máximo por dez passagens. Todos os experimentos 
apresentados neste trabalho foram feitos com o mesmo lote de SFB, a fim de se 
evitar variações indesejáveis no padrão de crescimento celular decorrentes de sua 
composição.  
As HUVEC foram obtidas pela digestão das veias do cordão umbilical com 
0,2 mg/ml de colagenase tipo IV (Sigma), como descrito anteriormente (Jaffe et al., 
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1973). As células foram cultivadas em garrafas plásticas 75 cm2 em meio de 
cultura RPMI 1640 (Cultilab, Brasil) contendo 10% de SFB, 100 UI de penicilina / 
100 µg/ml de solução estreptomicina (Cultilab), 2 mM L-glutamina (Sigma), 45 
µg/ml heparina sódica (Liquemine, Roche, Brasil), 1 mM de piruvato de sódio 
(Sigma), 50 µM 2-mercaptoetanol (Merck, Alemanha) e 25 µg/ml de suplemento 
de crescimento das células endoteliais de tecido neural bovino (ECG, Sigma) e 
suplemento derivado de cérebro de camundongos a 37ºC em atmosfera contendo 
5% de CO2 e 95% de umidade. Para todos os experimentos, as células HUVEC 
foram utilizadas apenas entre a primeira e terceira passagens. 
 
4.2. Preparo das soluções de clodronato (CLO) e ácido zoledrônico (ZOL) 
CLO (Sigma, EUA) foi dissolvido em PBS para uma concentração final 
estoque de 20 mM e estocado a -20°C. Acido zoledrônico (Zometa®, Novartis, 
Suíça) é comercializado em ampolas a 2,75 mM, as quais foram aliquotadas e 
também estocadas a -20ºC. Ambos BPs foram adicionados ao meio de cultura em 
concentrações crescentes, sendo que os controles receberam volume de PBS 
equivalente a maior concentração testada dos compostos. 
 
4.3. Ensaio de viabilidade celular por MTT 
A citotoxicidade dos BPs utilizados foi determinada usando 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma) (Mosmann, 
1983). O sal tetrazolium é reduzido a formazan pela enzima succinato 
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desidrogenase mitocondrial de células viáveis, fazendo do ensaio de MTT um bom 
método para determinação da porcentagem de viabilidade/inviabilidade celular 
(Mosmann, 1983), uma vez que células viáveis são capazes de reduzir o sal 
tetrazolium MTT, de cor amarela, em formazan, de cor púrpura. Cerca de 50.000 
células foram plaqueadas em 2 ml de meio suplementado com 10% de SFB e 
antibióticos, em placas de 6 poços. Após 24 h, o meio de cultura foi trocado por 
meio fresco, contendo concentrações crescentes de CLO e ZOL. Completadas 48 
h de tratamento, o meio de cultura foi removido e substituído por meio de cultura 
não suplementado, preparado com 0,3 mg/ml de MTT, sendo as células incubadas 
por 3 h a 37°C em atmosfera a 5% de CO2 e 95% de umidade. Em seguida, o 
meio de cultura foi desprezado e, em cada poço, foi adicionado 1 ml de etanol 
absoluto (Merck, Alemanha), para a solubilização do formazan produzido. O 
conteúdo de cada poço foi homogeneizado e transferido para placas de 96 poços, 
obtendo-se a leitura da absorbância a 490 nm em leitor automático de ELISA (Bio 
Rad, EUA). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem em relação aos 
controles. 
 
4.4. Citometria de fluxo 
Cerca de 106 células/ml células foram analisadas em citômetro de fluxo 
FACSCalibur equipado com laser de argônio e software CellQuest (Becton 
Dickinson, EUA). As populações celulares foram identificadas por suas 
características de tamanho e granulosidade e analisadas separadamente por 
intensidade de fluorescência das sondas específicas. 
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4.5. Curvas de proliferação 
Para avaliarmos os efeitos citotóxicos e antiproliferativos dos BPs 
estudados, cerca de 50.000 células foram plaqueadas em 2 ml de meio 
suplementado com 10% de SFB e antibióticos, em placas de 6 poços. Após 24 h, 
o meio de cultura foi trocado por meio fresco, contendo concentrações crescentes 
dos BPs. Após 48 h de tratamento, as células foram lavadas com PBS, 
tripsinizadas e os pellets foram ressuspensos em 1 ml de meio de cultura não 
suplementado. O número total de células foi determinado em citômetro de fluxo 
após 1 min de leitura em fluxo de 60 µl/min (Naliwaiko et al., 2008).  
 
4.6. Ensaio de proliferação de células endoteliais em meio condicionado 
pelas células MCF-7 
Para verificar o efeito de fatores secretados por células MCF-7 sobre o 
crescimento de células endoteliais, foram plaqueadas células HUVEC (80.000/ml) 
ou RAEC (30.000/ml) em placas de 6 poços contendo meio, 10% de SFB e 
demais suplementos descritos anteriormente no item 4.1. Paralelamente, as 
células MCF-7 foram plaqueadas (2,85 x 105 células/ml) em garrafas plásticas de 
75 cm2, cultivadas e tratadas com BPs por 24 h. Após 24 h do plaqueamento, o 
meio de cultivo das células endoteliais foi substituído por uma mistura de 80% de 
meio condicionado pelas células MCF-7 (1,2 ml) e 20% de meio fresco específico 
para o crescimento das células endoteliais (0,3 ml). Como controle, utilizou-se o 
meio condicionado pelas células MCF-7 sem tratamento com BPs. Após 24 e 48 h 
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de incubação com o meio condicionado, as células endoteliais foram coletadas e 
contadas para determinação do número total de células. 
 
4.7. Modelo animal para estudo da angiogênese 
Para analisar os efeitos ex vivo dos BPs sobre a angiogênese, foram 
realizadas culturas primárias de células endoteliais derivadas de aortas murinas. 
Foram utilizados 10 camundongos machos da linhagem C57BL/6, com 5 a 8 
semanas de vida, obtidos junto ao CEMIB-UNICAMP. Os animais foram mantidos 
em gaiolas apropriadas, alimentados com ração comercial Labina® (Purina, Brasil) 
e providos de água ad libitum. As gaiolas permaneceram em sala climatizada, com 
controle automático de iluminação, alternando períodos claros e escuros a cada 
12 h. Todos os procedimentos e protocolos experimentais foram aprovados pelo 
Comitê de Ética em Experimentação Animal da UNICAMP (n˚ 2492-1 CEEA-IB-
UNICAMP, Anexo I). 
 
4.7.1. Proliferação de células endoteliais a partir de aortas murinas 
A angiogênese foi analisada através do cultivo dos anéis de aorta de 
camundongo em matriz de colágeno (Masson et al., 2002). A aorta torácica foi 
retirada de camundongos machos sadios, imediatamente após os sacrifícios e 
transferidas para uma placa de cultura contendo meio DMEM sem soro (Figura 5). 
O tecido periaórtico foi cuidadosamente removido com pinça e tesoura e os 
fragmentos seccionados em aproximadamente 10 anéis por aorta, com cerca de 2 
mm de comprimento cada. Após as secções, os anéis foram transferidos para uma 
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placa de 100 mm de diâmetro, previamente dividida em 5 poços com diâmetro 
interno de 8 mm, cada um contendo 150 µl de uma solução com 7,5 vol de 
colágeno bovino tipo I a 2 mg/ml, reconstituído com 0,1 vol de NaOH e 1,5 vol de 
NaHCO3, acrescido de 1 vol de MCDB -131(Invitrogen, EUA). Cada poço recebeu 
1 anel aórtico, os quais foram a seguir cobertos com a mesma solução de 
colágeno e, após a polimerização desta segunda camada, foram submersos em 
meio de cultura MCDB-131 adicionado de 2,5% de FCS (Fetal Calf Serum), 1% de 
L-glutamina e 5 ml de NaHCO3. Os anéis murinos foram tratados com meio 
condicionado por células MCF-7 tratadas ou não com BPs, conforme descrito no 
item 4.6. Os fragmentos foram observados durante 10 dias e fotografados em 




Figura 5: Proliferação de células endoteliais a partir de aortas murinas. (A) A aorta 
foi removida de camundongos C57BL/6 e, a seguir, cortada em pequenos fragmentos de 
proximadamente 2 mm. (B) Em placa de 100 mm de diâmetro foram preparados 5 poços 
de agarose contendo colágeno. Em cada poço foi colocado 1 explante, o qual recebeu em 
seguida uma segunda camada de colágeno. O meio de cultura com os tratamentos (CLO 
e ZOL) foi adicionado na placa e os explantes foram cultivados por 10 dias (Figura cedida 
por Marco Antônio Cavallari Jr.). 
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4.8. Ensaio in vitro de formação de estruturas semelhantes a vasos 
Para avaliar os efeitos dos fatores liberados por células neoplásicas sobre a 
formação de estrutura semelhante a vasos sanguíneos, foi realizado ensaio in vitro 
de formação de tubos endoteliais (Hamma-Kourbalin et al., 2003; Pyriochou et al., 
2007). Para isto, poços de uma placa de 96 poços foram revestidos com 45 µl de 
Matrigel (BD Biosciences, EUA) e mantidos por 1 h a 37ºC. Após a polimerização, 
3 x 104 células HUVEC foram semeadas sobre a matriz e incubadas na presença 
de meio condicionado por 2,85 x 105 células MCF-7 tratadas previamente com 
ZOL. Após 16 h de tratamento, os tubos endoteliais formados (vessel-like) foram 
fotografados em microscópio de contraste de fase e mensurados com auxílio de 
programa de computador Wimasis (GmbH, Alemanha)  e Image J (Scion 
Corporation, EUA). 
 
4.9. Ensaio de imunoabsorbância (ELISA) 
O conteúdo total das proteínas VEGFA e VEGFA165b foi mensurado através 
de ensaio de imunoabsorbância (ELISA), a partir de amostras de meio 
condicionado das células MCF-7, utilizados nos experimentos anteriormente 
descritos no item 4.6. Cerca de 5,0 l de meio foram coletados, centrifugados a 
4.000 xg por 3 min para a remoção dos debris e mantidos a -80oC até o momento 
das análises. O nível das proteínas em cada amostra foi determinado com o uso 
de kits comerciais VEGFA ou VEGFA165b enzyme-linked immunosorbent assay 
para as células MCF-7 (Human VEGFA DuoSet ELISA, R&D Systems, EUA), 
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conforme instruções do fabricante. Placas de 96 poços foram sensibilizadas por 16 
h a temperatura ambiente com anticorpos anti-VEGFA ou anti-VEGFA165b. Após 
este período, para bloqueio da reação, as amostras foram incubadas com 100 µl 
da solução 1% BSA em PBS. Passado 1 h, foram feitas lavagens (com PBS 1 X 
0,05% Tween 20 - Sigma), e incubadas com 100 µl de cada amostra. Após 2 h, as 
lavagens foram repetidas e deixou a placa por incubação por 2 h com anticorpo de 
detecção. Após este período, novamente realizou-se as lavagens e foi adicionado 
Streptavidina HRP, após 20 min de incubação, foram realizadas as últimas 
lavagens e foi adicionado 100 µl da solução com substrato (tetrametilbenzeno), 
após 20 min adicionadou-se 50 µl de 2 N H2SO4 para parar a reação. Para 
determinar a densidade óptica de cada poço foi usado leitor de microplacas da 
Molecular Devices (Ca, EUA) e as leituras foram realizadas em 450 e 540 nm. 
Para a normalização dos resultados foi utilizado o número total de células. 
 
5.0. Expressão das isoformas de VEGFA 
5.1. Purificação de RNA e RT-PCR quantitativa 
Os efeitos dos BPs sobre a expressão das isoformas de VEGFA em células 
MCF-7 foram determinados através de RT-PCR quantitativa. Cerca de 2,85 x 105 
células MCF-7 foram plaqueadas em frascos plásticos de 75 cm2 e, após 24 h do 
plaqueamento, o meio de cultura foi trocado por meio novo contendo BPs. Após 
mais 48 h, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas, centrifugadas a 4.000 
xg por 3 min e os pellets foram imediatamente congelados a -80ºC. 
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RNA total foi purificado dos pellets celulares usando o reagente TRIzol® 
(Invitrogen). Foram determinadas a concentração e pureza do material obtido em 
espectrofotômetro, com comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Para verificação 
da qualidade dos RNAs obtidos, cerca de 2 g de cada amostra foram separados 
em gel de agarose a 1,2%, corado com brometo de etídio. Antes das reações para 
a transcrição reversa (RT, Reverse Transcription), todas as amostras de RNA total 
foram tratadas com 1 U de DNAse I (Amplification Grade, Invitrogen) por 10 min, a 
temperatura ambiente. Para a síntese dos cDNAs, 4 g de RNA total foram 
reversamente transcritos em reações com volume final de 38 l, contendo 0,5 mM 
de cada desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), 40 U de inibidor de RNAse, 50 U da 
enzima Superscrit III RT (Invitrogen), 0,5 g de primers Oligo-dT (Invitrogen). As 
reações foram realizadas a 50ºC por 60 min, seguidas de incubação a 70ºC por 15 
min. Para a amplificação específica dos cDNAs, primers para VEGFA foram 
desenhados (Tabela 1). Os transcritos de VEGFA foram amplificados em reações 
de 25 l contendo 2 l de cDNA, 12,5 l da solução de Master Mix Fast SYBR 
Green (Applied Biosystems, Warrington, UK) e 0,2 mM de cada primer. As 
condições de reacção em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa foram 95ºC por 
10 min, desnaturação a 95ºC por 30 s e anelamento a 60ºC por 1 min e em 40 
ciclos. Para normalização dos resultados, foram testados individualmente como 
controles endógenos os transcritos para GAPDH, β-actina, TATA BOX e PPIA e 
RPLP0, sendo os mais adequados: TATA BOX para as amostras tratadas com 




Tabela 1 - Sequência de primers utilizados para a amplificação de VEGFA humano e 
suas isoformas 
Descrição Sequência 
Código no     
Genbank 
VEGFA total Forward 
5'-CGAGGGCCTGGAGTGTGT-3' NM_001025366 















































TATA BOX Forward 
5'-ACCGCGCAGCGTGACT-3' NM_001172085.1 









5.2. Expressão de VEGFA e de suas isoformas 
Primers específicos foram delineados a partir das sequências das 
respectivas isoformas de RNAs mensageiros provenientes do GenBank (NCBI - 
National Center for Biotechnology  Information, EUA - www.ncbi.nIm.nih.gov). Para 
a amplificação das variantes pró-angiogênicas foram desenhados reverse primers 
nas divisas dos éxons específicos de cada isoforma (Tabela 1): entre os éxons 5/8 
para VEGFA121, entre 5/7 para VEGFA165, e finalmente entre 6a/7 para VEGFA189. 
Para amplificar as isoformas antiangiogênicas (VEGFA121b, VEGFA165b e 
VEGFA189b) os forward primers foram desenhados nas mesmas regiões 
mencionadas, sendo os reverse primers colocados na região específica destas 
isoformas, no éxon 8b. A análise da expressão gênica foi realizada através do 
método das curvas padrão. A expressão diferencial dos transcritos alvo foi 
determinada pelo método da quantificação relativa a amostras controle (tratadas 
com PBS), corrigidas por um controle endógeno (TATA BOX e PPIA). Calculou-se 
a expressão gênica por equação matemática, que analisa individualmente as 
eficiências de amplificação de cada gene (SDS version 2.0, Applied Biosystems). 
 
6.0. Forma de análise dos resultados 
Os resultados foram expressos em média ± EPM (erro padrão da média) 
de, pelo menos, três experimentos independentes, em duplicata ou triplicata. O 
nível de significância estatística adotado foi de 5% (p<0,05), verificado através do 
teste t de Student não pareado. A análise da expressão gênica foi realizada pelo 






5.1. Efeitos dos BPs sobre a proliferação e viabilidade de células derivadas 
de câncer de mama (MCF-7) em cultura 
Neste trabalho foi utilizada a linhagem de células imortalizadas MCF-7, 
estrógeno-responsiva, derivada de metástase pleural de adenocarcinoma de 
mama de uma mulher caucasiana de 69 anos de idade. Trata-se da linhagem de 
carcinoma de mama mais utilizada experimentalmente, juntamente com a 
linhagem MDA-MB-231, estrógeno não-responsiva. Ainda segundo Verdijk e 
colaboradores (2007), MCF-7 é a linhagem de câncer de mama mais sensível ao 
tratamento com ZOL e CLO, quando comparada com células das linhagens T-47D 
e MDA-MB-231. 
As células da linhagem MCF-7 crescem em monocamadas quando em 
superfícies plásticas, apresentam aspecto poligonal, citoplasma volumoso e se 
agrupam em clusters, na tentativa de formar estruturas ductais (Figura 6 A). O 
tratamento das MCF-7 com concentrações crescentes de CLO não alterou a 
morfologia celular, mesmo na maior concentração testada, de 100 µM (Figura 6 
B). Ao contrário do CLO, o tratamento das MCF-7 com ZOL resultou em menor 
número de células, as quais se mostraram com aspecto mais fusiforme, 




Figura 6: Alterações morfológicas das células MCF-7 após tratamento com BPs 
ácido zoledrônico (ZOL) e clodronato (CLO). Microscopia de contraste de fase de 
células de adenocarcinoma de mama MCF-7 após 24 h de incubação com CLO (100 µM, 
B) ou ZOL (10 e 25 µM; C e D). As células controle foram incubadas apenas com PBS  





BPs são moléculas hidrofílicas, pouco absorvidas pelo trato gastrointestinal 
após administração oral (~ menos de 1%), e apenas 50% da droga absorvida é 
retida no tecido ósseo, enquanto o restante é eliminado pela urina, sem que haja 
sua metabolização (Russell et al., 1970; Lin, 1996). Enquanto a concentração 
sérica dos BPs é de 5 µM imediatamente após infusão, no tecido ósseo seus 
níveis podem chegar a 500 µM (Chen et al., 2002). 
Avaliamos, então, os efeitos de concentrações crescentes dos BPs sobre a 
proliferação e a viabilidade das células MCF-7. Apesar do ZOL ter reduzido a 
proliferação celular de maneira dose-dependente (Figura 7 A), o que está de 
acordo com as observações feitas das células em cultura (Figura 6), não foi 
observada redução da viabilidade das células MCF-7 nas menores concentrações 
estudadas, de 1 e 5 µM (Figura 8). Ao contrário, o tratamento com CLO não 
alterou o crescimento e a viabilidade das células de câncer de mama, conforme 





Figura 7: Curvas de proliferação das células MCF-7 após tratamento com BPs ácido 
zoledrônico (ZOL) e clodronato (CLO). As células MCF-7 foram tratadas com doses 
crescentes de ZOL ou CLO por 48 h, em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. 
Após o tratamento, somente as células aderidas foram coletadas e contadas em citômetro 
de fluxo. Os valores representam a média ± EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, 




Figura 8: Viabilidade das células MCF-7 após tratamento com BPs ácido 
zoledrônico (ZOL) e clodronato (CLO). As células MCF-7 foram tratadas com 
diferentes doses de ZOL ou CLO por 48 h, em meio DMEM suplementado com 10% de 
SFB. Após o tratamento, a viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT. Os 




 ZOL mostrou efeito dose-dependente de redução da proliferação celular 
sem alterar sua viabilidade (Figuras 7 A e 8). Isso nos fez analisar os efeitos dos 
BPs sobre a distribuição das células nas diferentes fases do ciclo celular. As 
células foram plaqueadas e, após 24 h, o meio de cultura foi trocado por meio 
novo, na ausência de SFB, a fim de se promover a sincronização das células em 
G0/G1. Completadas essas 24 h, o meio de cultura novamente foi trocado por 
meio novo, contendo 10% de SFB e os BPs estudados. Após 48 h de tratamento, 
as células foram coletadas e analisadas as fases do ciclo celular. A Figura 9 
mostra que o tratamento com ZOL reduziu a proliferação das células MCF-7, 
demonstrada pela diminuição da porcentagem de células na fase S e aumento das 
células em G0/G1. Os tratamentos com 1 e 5 µM de ZOL levaram a uma redução 
de cerca 10 e 20% das células na fase S, respectivamente, em relação aos seus 
controles. Por outro lado, as concentrações de 10 e 25 µM de CLO não 
modificaram o perfil do ciclo celular das células MCF-7, confirmando os resultados 
















Figura 9: Distribuição das células MCF-7 nas diferentes fases do ciclo células após 
tratamento com BPs ácido zoledrônico (ZOL) e clodronato (CLO). As células MCF-7 
foram plaqueadas, sincronizadas por 24 h e tratadas com concentrações crescentes de 
ZOL ou CLO por 48 h. A porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi 
determinada em citometria de fluxo após marcação com de iodeto de propídeo. Os 
valores representam a média ± EPM de 2 experimentos distintos. 
 
 
5.2. Efeitos in vitro dos BPs sobre a proliferação e viabilidade de células  
endoteliais derivadas de aorta de coelho (RAEC) e de cordão umbilical 
humano (HUVEC) 
 Paralelamente foram avaliados os efeitos dos BPs quando adicionados 
diretamente sobre células endoteliais provenientes de aorta de coelho, RAEC, e 
de cordão umbilical humano, HUVEC. Houve uma expressiva redução do número 
total de células RAEC após tratamento com 1 e 5 µM de ZOL, mas estas células 
mostraram-se menos sensíveis ao tratamento com CLO (Figura 10). Mesmo com 
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redução da proliferação, a viabilidade celular não foi alterada após tratamento com 
os BPs (Figura 11), assim como observado para as células de câncer de mama, 
MCF-7 (Figura 8). O tratamento das células HUVEC com 5 µM de ZOL diminuiu a 
viabilidade celular em 15%, enquanto CLO não foi capaz de induzir morte nas 












Figura 10: Curvas de proliferação das células RAEC após tratamento com BPs 
ácido zoledrônico (ZOL) e clodronato (CLO). As células RAEC foram tratadas com 
diferentes doses de ZOL ou CLO por 24 h, em meio HAM-F12 suplementado com 10% 
de SFB. Após o tratamento, somente as células aderidas foram coletadas e contadas. 
Os valores representam a média ± EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, ZOL 













Figura 11: Viabilidade das células RAEC após tratamento com BPs ácido 
zoledrônico (ZOL) e clodronato (CLO). As células RAEC foram tratadas com diferentes 
concentrações de ZOL ou CLO por 48 h, em meio HAM-F12 suplementado com 10% de 





Figura 12: Viabilidade das células HUVEC após tratamento com BPs ácido 
zoledrônico (ZOL) e clodronato (CLO). As células HUVEC foram tratadas com 
diferentes concentrações de ZOL ou CLO por 48 h, em meio RPMI suplementado com 
10% de SFB. Após o tratamento, a viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT. 




5.3. Efeitos in vitro dos produtos secretados pelas células de câncer de 
mama (MCF-7) tratadas com BPs sobre a proliferação de células endoteliais 
 Foram analisados os efeitos que proteínas secretadas pelas células 
derivadas de câncer de mama (MCF-7) apresentam sobre a proliferação de 
células endoteliais. Para isso, as mesmas foram incubadas com meio de cultura 
específico e fresco, acrescido de 80% de meio de cultura previamente 
condicionado por ~3 x 105 células MCF-7, por um período de 24 h. Observamos 
que as células RAEC não responderam ao tratamento com meio condicionado 
pelas MCF-7, provavelmente por serem de origens distintas, ie, coelho e humana, 
respectivamente (dados não mostrados). Isso se reforça no fato das células 
endoteliais humanas HUVEC mostrarem aumento da proliferação após incubação 
com esse mesmo meio condicionado por células MCF-7, na ausência de qualquer 
tratamento (Figura 13 A). O potencial antiangiogênico de ZOL pôde ser 
evidenciado pela redução do número de células HUVEC após incubação com 
meio previamente condicionado pelas células MCF-7 tratadas com este BP 
(Figura 13 A). Após 48 h de incubação com meio condicionado, houve 76% de 
redução do número de células HUVEC (Figura 13 A). Por outro lado, o tratamento 
das MCF-7 com 25 µM de CLO não alterou as taxas de crescimento das células 







Figura 13: Efeitos do meio condicionado por células MCF-7 tratadas com BPs 
ácido zoledrônico (ZOL) e clodronato (CLO) sobre a proliferação de células 
HUVEC. As células HUVEC foram incubadas com meio condicionado (MC) por células 
MCF-7 na ausência ou presença de ZOL (A) ou CLO (B), em meio RPMI 
suplementado com 10% de SFB. Após as incubações, somente as células aderidas 
foram coletadas e contadas. Os valores representam a média ± EPM de 3 





5.4. Efeitos ex vivo dos produtos secretados pelas células de câncer de 
mama (MCF-7) tratadas com BPs sobre o crescimento de células derivadas 
de aorta murina 
 Anéis de aorta foram obtidos a partir de camundongos machos C57BL/6, 
com 5 a 8 semanas de vida, na ausência de qualquer tratamento, conforme 
descrito no item 4.7 de Materiais e Métodos. Os anéis foram incubados com meio 
de cultura condicionado por células MCF-7 tratadas previamente com os BPs por 
24 h. Para evitar o crescimento de pericitos e fibroblastos, foi utilizado o meio 
MCDB131, específico para células endoteliais, e meio condicionado pelas MCF-7 
sem SFB, a fim de evitar a presença de FGF, pró-angiogênico. A Figura 14 
mostra que houve menor proliferação das células endoteliais derivadas de aorta, 
sugerindo que o tratamento das MCF-7 com ZOL induziu resposta antiangiogênica 
nas células tumorais. Novamente o tratamento com CLO não mostrou efeito 





Figura 14: Proliferação de células endoteliais a partir de anéis de aorta murina 
incubados com meio condicionado por células MCF-7 tratadas com ácido 
zoledrônico (ZOL). Aortas torácicas de camundongos foram removidas e cortadas em 
fragmentos de 2 mm, os quais foram cultivados em colágeno tipo I durante 10 dias. Cada 
explante foi incubado com PBS (A) ou com meio condicionado por células MCF-7 tratadas 
com diferentes concentrações de ZOL (B e C). Aumento original de 50X. 
 
 
5.5. Efeitos in vitro dos produtos secretados pelas células de câncer de 
mama (MCF-7) tratadas com BPs sobre a formação de estruturas 
semelhantes a vasos por células endoteliais 
 Foram realizados ensaios in vitro para verificar os efeitos do meio 
condicionado por células MCF-7 sobre a formação de estruturas semelhantes a 
vasos (vessel-like) por células endoteliais HUVEC, conforme metodologia descrita 
por Pyriochou e colaboradores (2007). Verificamos que o tratamento prévio das 
MCF-7 com 5 µM de ZOL reduziu em 36,5% a extensão dos túbulos formados 
pelas células HUVEC (Figura 15 A). A quantidade dos túbulos também foi 
significativamente alterada na presença do meio condicionado, com 42,5% de 
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redução (Figura 15 B), indicando novamente o potencial antiangiogênico do ZOL 






Figura 15: Efeitos do meio condicionado por células MCF-7 tratadas com ácido 
zoledrônico (ZOL) sobre a angiogênese in vitro. A formação de estruturas semelhantes 
a vasos por células endoteliais HUVEC foi analisada após incubação das mesmas com 
meio condicionado por células MCF-7 tratadas com 5 µM de ZOL. Foram mensurados a 
extensão das estruturas tubulares, medida em pixels (A) e do número total de túbulos (B) 
formados pelas células HUVEC. Os valores representam a média ± EPM de 2 






5.6. Dosagem de VEGFA total no meio condicionado pelas células derivadas 
de câncer de mama (MCF-7) tratadas com ácido zoledrônico 
 Conforme mostrado anteriormente, houve redução da proliferação de 
células endoteliais HUVEC (Figura 13 A) e de aorta murina (Figura 14), em 
conjunto com redução da angiogênese in vitro, na presença do meio condicionado 
por células MCF-7 tratadas com ZOL (Figura 15). Estes resultados sugerem que a 
ação antiangiogênica do ZOL seja através da redução da quantidade de fatores 
pró-angiogênicos disponíveis nesse meio condicionado, ou através do aumento de 
fatores antiangioênicos. Desse modo, a quantidade da proteína VEGFA presente 
no meio condicionado pelas células MCF-7 foi dosada por ensaio de 
imunoabsorbância. De fato, o tratamento com ZOL reduziu os níveis protéicos de 
VEGFA no meio de cultura das células MCF-7, quando comparadas com o 
controle (Figura 16 A). Apesar de não significativo, observamos tendência a níveis 
mais elevados da isoforma antiangiogênica VEGFA165b no meio de cultura das 





         
 
Figura 16: Quantificação dos níveis de VEGFA e da isoforma VEGFA165b no meio 
condicionado pelas células MCF-7 tratadas com ácido zoledrônico (ZOL). As células 
MCF-7 foram tratadas com 1 e 5 μM de ZOL por 24 h. Em seguida, foram quantificados 
níveis de VEGFA (A) e de sua isoforma VEGFA165b (B) por ELISA. Os valores 
representam a média ± EPM de 3 experimentos distintos; *p<0,05, ZOL versus controle 




5.7. Efeitos dos BPs sobre a expressão de RNAs mensageiros para VEGFA, 
in vitro, células derivadas de câncer de mama (MCF-7) 
 Os efeitos dos BPs sobre a expressão das isoformas de VEGFA em células 
MCF-7 foram determinados através de RT-PCR quantitativa. Foram desenhados e 
testados primers para amplificar VEGFA total e suas isoformas VEGF121, 
VEGF121b, VEGF165, VEGF165b, VEGF189, e VEGF189b. Um contratempo nesses 
experimentos foi encontrar o controle endógeno ideal. Foram testados primers 
para os genes β-actina e GAPDH, porém houve grande variação nos CTs (cycle 




o nível do background) das amostras e curvas padrão. Sendo assim, foram 
testados outros genes, RPS18 (ribosomal protein S18) e HPRT1 (hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1), também sem sucesso. Na literatura não há um 
consenso sobre controles endógenos para as células MCF-7 ou quando se utiliza 
BPs. Em diferentes amostras de câncer de mama, os genes mais estáveis e 
confiáveis foram MRPL19 e PPIA (McNeill et al. 2007). Segundo Valenti e 
colaboradores (2005), por exemplo, GAPDH não deve ser utilizado em estudos 
que investigam efeitos dos BPs sobre o tecido ósseo ou em células cancerígenas, 
por este gene mostrar-se sensível a esse tipo de composto. Kok e colaboradores 
(2005) avaliaram a eficácia de 13 BPs em diversos tecidos congelados, incluindo 
mama normal, fibroadenoma e adenocarcinoma de mama, concluindo que o 
melhor housekeeping é o gene HPRT. Foram então testados outros 3 genes: 
TATA BOX, PPIA (peptidylprolyl isomerase A ou ciclofilina A) e RPLP0 (acidic 
ribosomal phosphoprotein P0), sendo que para cada BP estudado um destes 
controles endógenos foi escolhido. Para os experimentos nos quais as células 
MCF-7 foram tratadas com ZOL, foi utilizado o housekeeping TATA BOX e para o 
tratamento com CLO, PPIA foi utilizado. 
 O tratamento das células MCF-7 com 10 e 25 M de CLO não alterou a 
expressão de VEGFA total, concordando com os demais resultados mostrados 
utilizando este BP (dados não mostrados). Como observado na Figura 17, ZOL 
resultou em discreto aumento (~20%) da quantidade dos mensageiros para 
VEGFA total nas células de câncer de mama, em comparação com seus 
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controles. Parte deste aumento pode ser explicada pela maior expressão das 
isoformas angiogênicas VEGF121 (~3x), VEGF165 (~2,2x) e VEGF189 (~3x) após 
tratamento com ZOL, nem sempre de maneira dose-dependente. Mas, apesar da 
indução da expressão de fatores pró-angiogênicos, o tratamento com ZOL 
também resultou em aumento de 4,2x na expressão da isoforma VEGFA165b, 
antiangiogênica (Figura 18). As demais isoformas antiangiogênicas testadas, 













Figura 17: Expressão relativa de RNAs mensageiros para VEGFA total e suas 
isoformas após o tratamento das células MCF-7 com diferentes concentrações de 
ácido zoledrônico (ZOL). As células MCF-7 foram tratadas com diferentes doses de ZOL 
por 24 h, em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Após o tratamento, as células 
foram coletadas e os RNAs totais extraídos para análise da expressão de VEGFA total (A) 
e de suas isoformas pró-angiogênicas 121 (B), 165 (C) e 189 (D), conforme descrito em 










Figura 18: Expressão relativa de RNAs mensageiros para a isoforma VEGFA165b 
após o tratamento das células MCF-7 com diferentes concentrações de ácido 
zoledrônico (ZOL). As células MCF-7 foram tratadas com diferentes doses de ZOL por 
24 h, em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Após o tratamento, as células 
foram coletadas e os RNAs totais extraídos para análise da expressão da isoforma 






 Em 1968, Fleish e colaboradores iniciaram os primeiros relatórios sobre o 
conhecimento biológico dos bisfosfonatos (BPs). Hoje, há mais de 40 anos, os 
BPs são os agentes de escolha na redução de reabsorções óssea em doenças 
que afetam o esqueleto (Fleish, 2002). Devido ao alto poder de inibição da 
reabsorção óssea, os BPs são opções efetivas na terapia de complicações 
secundárias no esqueleto por metástases ósseas (Coleman et al., 2005; Lipton et 
al., 2008). Os BPs também têm mostrado efeitos antitumorais através do bloqueio 
de adesão, proliferação e sobrevivência de células malignas, aprimorando o efeito 
citotóxico de vários agentes antineoplásicos, além de inibir importantes etapas da 
angiogênese tumoral (Clézardin et al., 2003). 
 O termo “antiangiogênese” foi introduzido a fim de descrever tratamentos 
designados para a prevenção da formação de novos vasos e na tentativa de 
reduzir aqueles já existentes. O crescimento neoplásico tem sido bloqueado 
experimentalmente através de terapias que têm como alvo a vascularização 
tumoral ou através da inibição direta da proliferação e migração das células 
endoteliais. Alternativamente, drogas antiangiogênicas previnem a inibição de 
fatores tumorais pró-angiogênicos de forma indireta, através da intervenção de 
seus receptores endoteliais (Ribatti et al., 2008). Inibidores da angiogênese 
bloqueiam quaisquer das várias etapas na cascata da angiogênese, incluindo 




 Estudos in vitro e in vivo têm demonstrado o potencial antiangiogênico dos 
BPs os quais, além de inibir a adesão e proliferação de células endoteliais, 
reduzem a formação de tubos semelhante a capilares, evitando assim a formação 
de novos vasos sanguíneos (Fournier et al., 2002; Santini et al., 2002; Wood et al., 
2002; Hamma-Kourbali et al., 2003; Hashimoto et al., 2007; Ribatti et al., 2008). 
Assim sendo, avaliamos a ação antiangiogênica de BPs de grupos diferentes, 
sendo um do grupo da primeira geração, CLO e outro da terceira geração, ZOL, 
em linhagem celular derivada de câncer de mama, MCF-7. 
 Em nosso trabalho observamos que ZOL, mas não CLO, reduziu a 
proliferação das MCF-7 de maneira dose-dependente. Apesar do tratamento com 
BPs não ter alterado a viabilidade das MCF-7, ZOL resultou em bloqueio da 
proliferação celular, evidenciado por análises de ciclo celular. Efeitos 
antiproliferativos dos BPs foram previamente mostrados em linhagens de câncer 
de mama (MCF-7, MDA-MB-231 e Hs578T), onde o tratamento com 20 µM de 
ZOL por 96 h reduziu em 50% a proliferação celular (Senaratne et al., 2000). De 
acordo com nossos achados, ZOL também mostrou ser um BP mais eficaz em 
comparação ao CLO, que apresentou poucos efeitos sobre a proliferação de 
células de câncer de mama. Em outro estudo com ZOL em células MCF-7, baixas 
concentrações deste BP não alteraram a proliferação celular mesmo após 72 h de 
tratamento. No entanto, concentrações que variaram de 10 a 100 µM resultaram 
em significativa redução do número dessas células (Jagdev et al., 2001). ZOL 
também mostrou grande efeito citotóxico em células de câncer de mama MCF-7, 
T47D e MDA-MB-231, quando as mesmas foram tratadas com altas 
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concentrações (100 µM) e a longo prazo (Fromigue et al., 2000). Ao contrário do 
que verificamos no presente trabalho, Senaratne e colaboradores (2000) relataram 
irreversível perda da viabilidade celular nas células de câncer de mama após 24 h 
de tratamento com BPs, e tal diferença pode ser explicada pelas menores 
concentrações que utilizamos, quando comparadas com o estudo citado. 
Os mecanismos relatados anteriormente têm sido sugeridos para explicar os 
efeitos diretos e indiretos dos BPs na atividade antitumoral, com maior destaque 
para o potencial antiproliferativo desses agentes. Assim como mostram nossos 
achados, parece haver um consenso na literatura quanto a uma maior eficácia dos 
BPs que contém nitrogênio, tais como ZOL e pamidronato, em relação aos BPs 
que não contém nitrogênio, principalmente CLO, no que diz respeito à redução da 
viabilidade, proliferação e apoptose em células de câncer de mama (Fromigue et 
al., 2000; Senaratne et al., 2000; Kars et al., 2007; Verdjk et al., 2007; Tang et al., 
2010). No trabalho de Carbonare e colaboradores (2005), por exemplo, o 
tratamento com 100 μM de CLO por 48 h não apresentou nenhum efeito sobre a 
viablidade e proliferação de células MCF-7. Em nosso estudo, utilizamos baixas 
concentrações de ambos BPs estudados, tendo em vista que seus níveis séricos 
máximos não passam de 5 µM (Chen et al., 2002). Mesmo assim, na maioria de 
nossos ensaios a concentração máxima testada de CLO foi 5x maior do que a 
concentração circulante nos pacientes que fazem uso de BPs. Apesar de parecer 
menos eficaz, Tang e colaboradores (2010) mostraram que CLO, nas 
concentrações de 25, 50 e 100 µM, reduziu a viabilidade das células MCF-7 e 
MDA-MB-468 e anulou o estímulo de IGF-1 pelas MCF-7 de forma mais eficiente 
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do que o pamidronato. CLO também exibiu forte efeito antagonista sobre o 
estímulo de vários fatores de crescimento, inclusive de IGF-1, na proliferação de 
células de câncer de mama, quando comparado ao pamidronato (Fromigue et al., 
2003). Além da ação antitumoral dos BPs em células de câncer de mama, há 
trabalhos que mostram esse efeito in vitro em outros tumores, como câncer de 
próstata (Boissier et al., 2000; Morgan et al., 2007), pulmão (Di Salvatore et al., 
2011), rins (Zwolak et al., 2010), melanoma (Triba et al., 2010) e carcinoma oral 
(Tamura et al., 2011). 
 A redução da proliferação celular das MCF-7 após tratamento com ZOL 
sugere ação citotóxica deste BP. Desse modo, foram realizados ensaios de 
viabilidade por MTT mas, interessantemente, ZOL não alterou a viabilidade das 
células de câncer de mama nas concentrações estudadas. Com isso, avaliamos 
os efeitos dos BPs sobre as diferentes fases do ciclo celular, e vimos que ZOL 
reduziu a porcentagem de células na fase S e aumentou na fase G0/G1 do ciclo 
celular, ou seja, a redução do número de células após tratamento com ZOL é 
decorrente de uma redução da proliferação celular. Nosso resultado se assemelha 
a estudo prévio no qual células de câncer de mama MDA-MB-231 tratadas com 1 
μM de ZOL por 24 h mostraram maior número de células na fase G1 (Boissier et 
al., 2000). Em estudo com células derivadas de carcinoma oral, foi encontrado 
aumento do número de células nas fases subG0 e S do ciclo celular, bem como 
redução nas fases G0/G1 e G2/M, de maneira dose-dependente após tratamento 
com ZOL (Tamura et al., 2011). 
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 Em seguida, foram analisados os efeitos dos BPs diretamente sobre células 
endoteliais derivadas de aorta de coelho (RAEC) e de cordão umbilical humano 
(HUVEC). Ambas as linhagens mostraram redução na proliferação, sem alterar a 
viabilidade celular quando tratadas diretamente com ZOL. Novamente CLO 
mostrou-se pouco efetivo sobre a redução da proliferação celular, com efeito 
discreto sobre as RAEC e nenhum efeito sobre as HUVEC. Até o presente 
momento, não há relatos sobre o uso de BPs em células endoteliais derivadas de 
coelho, assim como as RAEC. No entanto, nossos resultados estão de acordo 
com estudos que provaram a eficiência antiangiogênica do BPs em células 
endoteliais HUVEC in vitro (Hamma-Kourbali et al., 2003). Células HUVEC 
tratadas com 1 a 30 µM de ZOL mostraram aumento da inviabilidade celular 
(Wood et al., 2002). Walter e colaboradores (2010 e 2011) relataram significativa 
redução da viabilidade de células HUVEC tratadas com concentrações variadas 
de ZOL, com platô de 50 μM, enquanto CLO inibiu a proliferação celular apenas 
em concentrações elevadas, de 200 e 500 µM. Em estudo utilizando diversos BPs, 
CLO também se mostrou pouco efetivo em relação à proliferação das HUVEC, 
sendo que a maior ação antiproliferativa foi verificada após tratamento com 5 a 50 
μM de ZOL (Ziebart et al., 2011). Em contrapartida, apenas 10 µM de CLO 
resultaram em inibição da proliferação celular das HUVEC, segundo trabalho 
publicado por Ribatti e colaboradores (2008). HUVECs tratadas com 100 μM de 
ZOL por 48 h mostraram 72% de apoptose, enquanto não houve morte celular na 
presença de baixas concetranções deste BP (1-30 μM) (Wood et al., 2002). 
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 A provável ação antiangiogênica dos BPs é reforçada pelo fato das células 
HUVEC apresentarem redução da proliferação após serem incubadas com meio 
previamente condicionado por células MCF-7 tratadas com ZOL. Novamente CLO 
não mostrou nenhum efeito nas concentrações testadas. As células RAEC não 
responderam à incubação com esse meio condicionado, provavelmente porque os 
produtos secretados pelas MCF-7, de linhagem celular humana, não são 
compatíveis com os receptores das células RAEC, de origem de coelho, conforme 
mencionado anteriormente. 
 Uma vez verificado o efeito indireto dos BPs sobre a proliferação das células 
endoteliais HUVEC através das células tumorais MCF-7, verificamos se há alguma 
alteração na capacidade das HUVEC para formar novos vasos sanguíneos in vitro. 
Houve significativa redução do número de tubos endoteliais formados, bem como 
da extensão de seus prolongamentos após incubação com meio condicionado 
pelas MCF-7 tratadas com ZOL, o que reforça o papel antiangiogênico deste BP. 
Paralelamente, esse mesmo meio condicionado foi testado ex vivo sobre a 
proliferação de células endoteliais provenientes de fragmentos de aorta murina. 
Os resultados revelam a ação antiangiogênica efetiva do ZOL, uma vez que foi 
observado menor número de células ao redor dos anéis de aorta. Novamente o 
tratamento com CLO não mostrou nenhum efeito. Vale ressaltar que os anéis de 
aorta murina responderam ao meio condicionado pelas MCF-7 tratadas com ZOL, 
diferentemente do que aconteceram com as células RAEC, oriundas da aorta de 
coelho. Provavelmente isso seja decorrente da homologia existente entre os 
receptores de VEGF humanos e murinos. 
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 Em ensaio semelhante ao nosso, Tang e colaboradores (2010) mostraram 
que o meio condicionado por células MCF-7, em resposta a IGF-1 e tratadas com 
pamidronato ou CLO, reduziu significativamente a formação de tubos por células 
HUVEC em Matrigel. Também foi analisada a ação de ZOL, CLO, pamidronato e 
ibandronato em anéis de aorta de rato e em membranas coroalantóide de ovos de 
galinha, revelando uma redução do brotamento de células endoteliais ao redor 
desses anéis (Wood et al., 2002; Sylvest et al., 2009; Stresing et al., 2011). Por 
outro lado, existem dados mostrando inibição da formação de capilares em ensaio 
“vessel-like” e no isolamento de células endoteliais in vivo após tratamento de 
células HUVEC com 50 M de CLO (Ribatti et al., 2008). 
 Quantificamos as concentrações de VEGFA total e de sua isoforma 
antiangiogênica 165b no meio condicionado pelas células MCF-7. Verificamos 
que, dentre os produtos secretados pelas células tumorais, o tratamento com ZOL 
reduziu os níveis de VEGFA total e elevou os níveis de VEGFA165b, quando 
comparado com células controle. Estes resultados explicam, em parte, a baixa 
proliferação das células endoteliais através de ação indireta, mediada pelas 
células neoplásicas MCF-7. 
 A molécula de VEGFA vem sendo intensamente estudada como alvo para 
abordagens antiangiogênicas, devido a sua habilidade em mediar a formação de 
vasos sanguíneos, além de desempenhar papel fundamental no crescimento e 
metástase do câncer (Fenton et al., 2004). No presente trabalho, houve aumento 
da expressão de VEGFA total e de suas isoformas VEGF121, VEGF189, VEGF165 e 
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VEGF165b nas células MCF-7 tratadas com ZOL. É difícil precisar a resposta 
isolada do aumento da expressão de cada isoforma de VEGFA. Mesmo assim, 
apesar do aumento dos mRNAs das isoformas pró-angiogênicas, podemos sugerir 
que a função antiangiogênica de VEGFA165b se sobrepõe ao estímulo pró-
angiogênico das isoformas VEGA189, VEGFA165 e VEGFA121, fato este suportado 
principalmente pelos ensaios em anéis de aorta e vessel-like com meio 
condicionado. Como mencionado anteriormente, Tang e colaboradores (2010) 
mostraram que clodronato e pamidronato suprimem a expressão de VEGFA na 
presença de IGF-1, utilizando nas mesmas células de nosso estudo, MCF-7. É 
importante ressaltar que os autores não avaliaram as expressões individuais de 
cada isoforma de VEGFA, apenas VEGFA total. 
 De acordo com a literatura, a expressão das isoformas de VEGFA é variável 
em neoplasias malignas, sendo o splicing de VEGFA dinâmico tanto em tecidos 
normais quanto em células malignas (Grunstein et al., 2000; Ferrara et al., 2003). 
De maneira unânime, a superexpressão das diferentes isoformas de VEGFA 
aprimora a tumorigênese e o crescimento tumoral (Ferrara et al., 1999). 
Entretanto, uma das características mais marcantes, observada com relação às 
isoformas, é o padrão de vascularização, que parece ser determinado pelo 
predomínio de alguma variante. Por exemplo, o VEGFA121 está envolvido na 
vascularização peritumoral devido a sua alta difusibilidade (Potgens et al., 1995; 
Grunstein et al., 2000; Redondo et al., 2000; Yu et al., 2002), sendo associado 
com vasodilatação e aumento da permeabilidade dos vasos peritumorais (Küsters 
et al., 2003). VEGFA189 parece estar localizado de forma seletiva no núcleo celular 
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(Zhang et al., 2000) e promove menos vasodilatação do que VEGFA165 e 
VEGFA121 (Küsters et al., 2003). 
  Das isoformas de VEGFA, Ferrara (1999) considera VEGFA121 e VEGFA165 
as mais predominantes no câncer de mama. Estas duas isoformas foram 
transfectadas em células MCF-7, a fim de se diferenciar o crescimento tumoral, 
função vascular e entrega de oxigênio nas células. Ambas isoformas foram 
associadas a uma densa rede de vasos sanguíneos neoformados e aumento do 
diâmetro vascular, porém, VEGFA121 transfectada apresentou maior 
vascularização e rápido crescimento quando comparada a VEGFA165 (Fenton et 
al., 2004). 
 De acordo com outros estudos in vitro e in vivo, especula-se que VEGFA121 
tenha maior potencial tumorigênico e angiogênico do que VEGFA165 em células de 
câncer de mama (Relf et al., 1997; Guo et al., 2001). Além disso, VEGFA121 é mais 
expresso em melanoma (Yu et al., 2002) e VEGFA165 em glioblastomas (Berkman 
et al., 1993). Acredita-se que essas diferenças ocorram devido à configuração 
entre as moléculas, com relação às variações na ligação à heparina, tamanho da 
isoforma ou difusividade. Outra hipótese é que as variações na expressão das 
isoformas possam conferir vantagens diferenciais sobre os tumores, já que eles se 
expandem em diferentes locais e cada neoplasia possui requisitos diferentes para 
a sua neovascularização (Grunstein et al., 2000). 
 Zhang e colaboradores (1995) afirmam que linhagens de células de câncer 
de mama, incluindo a MCF-7, produzem baixos níveis de VEGF. Esses autores 
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observaram que a isoforma VEGF121 é mais tumorigênica do que VEGF165 e 
VEGF189, em células MCF-7 transfectadas (Zhang et al., 2000). 
 Muitos estudos vêm focando nas isoformas VEGFA121 e VEGFA165, porém a 
expressão de VEGFA189 não tem sido bem compreendida. Hervé e colaboradores 
(2008) estudaram a expressão de VEGFA189 em células de câncer de mama e 
avaliaram que esta isoforma estava relacionada com o aumento de citocinas que 
estimulavam a angiogênese, além de aumentarem a adesão das células tumorais 
através de integrinas especificas. 
 Em nosso trabalho, observamos aumento da expressão de VEGFA165b nas 
células MCF-7 tratadas com ZOL, bem como aumento de seus níveis protéicos no 
meio condicionado por essas células. Até o momento, não há relatos sobre a 
expressão de VEGFA165b em adenocarcinoma de mama, mas sabe-se que o 
mesmo é fracamente expresso em carcinomas de próstata (Woolard et al., 2004), 
de rim (Bates et al., 2002) e em melanomas (Pritchard-Jones et al., 2007). Não foi 
possível analisar a expressão das isoformas antiangiogênicas VEGFA121b e 
VEGFA189b nas células MCF-7 tratadas com ZOL. Em tecidos normais, as 
variantes antiangiogênicas compreendem cerca de 90% dos mRNAs para VEGFA, 
sendo estas mais expressas em tecidos normais do que em tumores, uma vez que 
estas moléculas controlam negativamente o processo de angiogênese (Varey et 
al., 2008). As isoformas antiangiogênicas participam do desenvolvimento ovariano 
e testicular (Artac et al., 2009), reduzem a produção de leite durante a lactação 
(Qiu et al., 2008) e sua ausência no primeiro trimestre de gravidez está associada 
com o desenvolvimento de patologias materno-fetais (Bills et al., 2009). Ainda, o 
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mecanismo pelo qual as isoformas antiangiogênicas limitam o crescimento 
endotelial parece ser decorrente de uma fraca sinalização, desencadeada por sua 
ligação com o receptor VEGFR-2 (Woolard et al., 2004; Cebe et al., 2006). 
Existem evidências clínicas da ação antitumoral de BPs em pacientes com 
câncer de mama, os quais inibem o crescimento e estimulam a apoptose de 
células tumorais, e modificam os níveis de VEGF, permitindo melhor sobrevida de 
pacientes com a doença avançada (Vicenzi et al., 2005; Coleman et al., 2010; 
Coleman, 2011). Nosso estudo fornece evidências de que ZOL inibe funções 
vasculares endoteliais in vitro e ex vivo, de maneira mais eficaz que CLO, BP que 
não contém nitrogênio. Este efeito antiangiogênico parece ser decorrente da 
modulação dos mRNAs para VEGFA, com destaque para o aumento da 
expressão da isoforma VEGFA165b. Assim sendo, nossos achados contribuem 
para um maior esclarecimento sobre a ação antiangiogênica dos BPs, visando 







  ZOL reduz o número de células de câncer de mama e de células 
endoteliais através da inibição da proliferação, sem induzir morte celular. 
Em baixas concentrações, CLO não tem efeito antitumoral in vitro para as 
células MCF-7, assim como não reduz a proliferação de células 
endoteliais.  
 
 ZOL mostrou ação antiangiogênica in vitro e ex vivo através do meio 
condicionado pelas células MCF-7 tratadas, uma vez que houve redução da 
proliferação celular e da formação de estruturas semelhantes a vasos pelas 
células endoteliais HUVEC, assim como redução da proliferação de células 
endoteliais a partir de anéis de aorta murina. 
 
 ZOL modula a expressão de VEGFA total e de suas isoformas pró e 
antiangiogênicas em células de câncer de mama, MCF-7. 
 
 ZOL reduz a quantidade de VEGFA total secretado pelas células MCF-7 
tratadas, bem como aumenta a secreção da isoforma antiangiogênica 165b. 
 
 Nas baixas concentrações estudadas dos BPs, próximas dos níveis séricos 
detectados em humanos, o BP contendo nitrogênio ZOL mostrou maior 
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